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“Around here, however, we don't look backwards for very long. 
We keep moving forward, opening up new doors and doing new 
things, because we're curious... and curiosity keeps leading us 
down new paths”. 
 
Walt Disney 
 
“Looking out where we don’t normally look, because good ideas 
come from anyone, anywhere”. 
 
Consuelo Castillo Kickbusch 
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Este trabalho objetivou o estudo das variáveis que interferem na síntese 
enzimática de acetato de eugenol em sistema livre de solvente. Eugenol, 
presente no óleo essencial de cravo-da-Índia, e anidrido acético foram 
empregados como substratos para a reação. Inicialmente, para a seleção 
do melhor biocatalisador, foram utilizadas as lipases comerciais 
Novozym 435, Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM, além de avaliar-
se a influência da umidade das enzimas na produção de acetato de 
eugenila. Com o biocatalisador escolhido avaliou-se o efeito da 
velocidade de agitação na produção de acetato de eugenila. A partir dos 
planejamentos experimentais se obteve a maior conversão (83,54%) nas 
condições 1:5 de razão molar (mol de eugenol:mol de anidrido acético), 
5% (m/m de substrato) de concentração de enzima e 70 ºC de 
temperatura. Através do primeiro estudo cinético considerou-se a 
concentração de 5% com 60 min (1 h) de tempo reacional como a 
melhor condição (90,73% atingido); para o segundo estudo cinético 
escolheu-se a razão molar 1:5 mol:mol em 120 min (2 h), já que atingiu 
92,86% de acetato de eugenila. O reuso enzimático com Lipozyme TL 
IM apresentou uma elevada conversão de 94,32%. No segundo ciclo a 
conversão caiu para 75,18%, e no terceiro ciclo para 53,17%. Da 
amostra obtida na condição experimental otimizada e purificada 
confirmou-se através da RMN-
1
H que os espectros com seus respectivos 
deslocamentos dos átomos pertencem a uma molécula de acetato de 
eugenila. Na atividade antimicrobiana a média das bactérias Gram-
negativas foi 17,55 mm, pelo qual foram mais sensíveis ao poder 
antimicrobiano do acetato de eugenila, em comparação das bactérias 
Gram-positivas, que tiveram uma média de 16,62 mm de halo de 
inibição. Estes resultados demonstram a importância da reação de 
esterificação enzimática para melhorar as propriedades do óleo essencial 
de cravo-da-Índia, para que o mesmo possa ser aplicado como 
antimicrobiano natural em alimentos e bebidas.   
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This work aimed to study the variables that interfere with the enzymatic 
synthesis of eugenyl acetate in a solvent free system. Eugenol, present in 
the essential oil of clove, and acetic anhydride were used as substrates 
for the reaction. Initially, for selection of the best biocatalyst were used 
commercial lipases as Novozym 435, Lipozyme RM IM and Lipozyme 
TL IM, besides assessing the influence of the humidity of the enzymes 
in the production of eugenyl acetate. Once the biocatalyst had been 
chosen, the effect of the velocity of agitation in the production of 
eugenyl acetate was evaluated. From the experimental design, the 
highest conversion (83.54%) reached was in terms of molar ratio 1:5 
(mol of eugenol:mol of acetic anhydride), 5% (w/w of substrate) of 
enzyme concentration and 70 ºC of temperature. The first kinetic study 
permitted the selection of 5% of enzyme concentration and 60 min (1 h) 
of time as the best reaction condition (90.73%); from the second kinetic 
study was chosen as the best condition: 1:5 mol:mol of the molar ratio in 
120 min, with 92.86% achievement of eugenyl acetate. Both kinetics 
show their specific rates, whose tendency was to decrease with the 
increment of the production of eugenila acetate. The enzyme Lipozyme 
TL IM reusability, firstly showed high conversion of 94.32%. In the 
second cycle the conversion dropped to 75.18%, and so for the third 
cycle 53.17%. The optimal experimental condition was purified and 
confirmed by 
1
H-NMR spectra, with the respective displacements of 
atoms belonging to a molecule of eugenyl acetate. In the antimicrobial 
activity, the mean was 17.55 mm  for Gram-negative bacteria, whereby 
they were more sensitive to the antimicrobial power of eugenila acetate, 
compared to the mean obtained on Gram-positive bacteria which had an 
average 16.62 mm of inhibition halo. These results show the importance 
of an esterification reaction, to improve the properties of the essential oil 
of clove, so that it can be added as a natural antimicrobial agent in food 
and beverages. 
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20 Introdução 
 
1 INTRODUÇÃO  
 
 
O crescente número de pacientes imunocomprometidos nas 
últimas décadas trouxe um aumento da incidência de infecções 
bacterianas e fúngicas, as quais são a maior causa de morbidade e/ou 
mortalidade (LEWIS; AUSUBEL, 2006). Apesar das constantes 
melhorias nas técnicas de higiene, visando eliminação de patógenos na 
produção de alimentos, a segurança alimentar continua sendo de grande 
importância para a saúde pública.  
Outro fator que chama a atenção é a alta incidência de doenças 
cardiovasculares, hipertensão e derrames, sendo estas associadas ao 
elevado consumo de sódio (WHO, 2012). Considerando que em alguns 
alimentos processados, o sódio também atua como conservante, inibindo 
o desenvolvimento de micro-organismos patogênicos, a redução da 
concentração de sódio nestes alimentos requer a adição de conservantes 
para garantir a qualidade microbiológica dos mesmos (BURT, 2004). 
Assim, as indústrias estão constantemente à procura de novos 
conservantes que mantenham a qualidade e sabor dos alimentos, que 
sejam ao mesmo tempo de baixo impacto ao meio ambiente e atendam à 
nova tendência por produtos naturais. As plantas utilizadas pela 
medicina popular são recursos promissores, para o tratamento de 
patologias causadas pela ingestão de alimentos contaminados, aliada às 
pesquisas que confirmem estas propriedades terapêuticas. 
Desde tempos antigos as civilizações focaram-se na atividade 
antimicrobiana presente nas essências de óleos de várias plantas, tendo 
componentes benéficos e terapêuticos nos campos da medicina. Neste 
sentido, óleos essenciais derivados de plantas aromáticas medicinais têm 
excepcionalmente bons efeitos antimicrobianos, antimicóticos e 
antitoxigênicos, contra bactérias, leveduras, fungos filamentosos e vírus 
(DEVI et al., 2010), fato que faz com que estes compostos tenham 
recebido grande atenção na aplicação em alimentos como aditivos 
antimicrobianos, por suas propriedades hidrofóbicas que limitam sua 
dispersão ajudando à estabilização em sistemas aquosos dentro dos 
alimentos (BRENES; ROURA, 2010).  
Especiarias como cravo, orégano, menta, tomilho e canela têm 
sido utilizadas como conservantes de alimentos há vários anos. O cravo 
em particular atraiu mais atenção uma vez que apresentou maior 
potencial antioxidante e antimicrobiano destacando-se entre as outras 
especiarias (SHAN et al., 2005). O óleo essencial de cravo-da-índia é 
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um efetivo agente antimicrobiano e antioxidante (grupo hidroxila), 
sendo estas características atribuídas às de seu composto majoritário, o 
eugenol (AYOOLA et al., 2008). Porém, a aplicação direta deste 
composto fenólico volátil, o eugenol apresenta algumas desvantagens, 
principalmente por apresentar baixa estabilidade por possuir um radical 
hidroxila na sua molécula que é particularmente instável na presença de 
fatores como luz, ar, umidade, e altas temperaturas, o que faz reagir 
rapidamente com outras moléculas. Uma alternativa seria a substituição 
do eugenol, sendo que, além de apresentar muitas vantagens em relação 
às propriedades biológicas, surge a possibilidade de que seus derivados 
acilados, esterificados, acetilados, entre outros, apresentem propriedades 
ainda melhores (KARMAKAR et al., 2012; HUANG  et al., 2002; 
CARRASCO et al., 2008). 
Desta forma, modificações moleculares, como a adição de grupos 
funcionais à estrutura da molécula do eugenol, através de reações de 
acetilação, surgem como uma alternativa para minimizar os problemas 
de estabilidade. Processos que incluem catálise química são altamente 
questionados em relação à contaminação não somente do produto como 
também dos resíduos altamente tóxicos gerados no processo. Uma 
alternativa sustentável, promissora e efetiva é a aplicação de 
biocatalisadores enzimáticos para produção de compostos específicos ou 
complexos requeridos pelas indústrias. Em geral, métodos biocatalíticos 
de síntese de ésteres são preferíveis quando comparados com métodos 
químicos convencionais. O uso de reações catalisadas por enzimas 
contornam muitos destes problemas, devido à especificidade do 
substrato, régio e enantio seletividade destes biocatalisadores, que 
podem ser utilizados em condições reacionais brandas. Outra vantagem 
interessante da modificação enzimática, do ponto de vista comercial, é 
que realizada em sistema livre de solvente, forma-se um composto 
catalogado como natural com valor agregado, sem gerar resíduos 
tóxicos ao ambiente que precisem de gastos extras em tratamentos 
complexos de purificação entre outros. 
Dentro deste contexto, este trabalho objetiva a produção de 
acetato de eugenila através de uma reação de acetilação enzimática em 
sistema livre de solvente, usando como substrato eugenol, presente no 
óleo essencial de cravo-da-Índia e anidrido acético, além da avaliação 
do potencial antimicrobiano da molécula produzida: acetato de eugenila. 
 
 
 2 OBJETIVOS  
 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Desenvolver um processo biotecnológico para produção de 
acetato de eugenila via acetilação enzimática, em sistema livre de 
solvente orgânico e avaliar o potencial antimicrobiano do éster obtido. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 
Selecionar o melhor catalisador assim como a velocidade de 
agitação para sintetizar acetato de eugenila utilizando o eugenol presente 
no óleo essencial de folha de cravo-da-Índia como reagente de partida. 
Avaliar o efeito das variáveis do processo (razão molar, 
concentração de enzima e temperatura) empregando técnicas de 
planejamento experimental visando determinar otimizar o processo, que 
maximizem a conversão do acetato de eugenila. 
Avaliar a cinética reacional dos sistemas estudados nas condições 
experimentais maximizadas determinadas na etapa anterior. 
Determinar a estrutura do éster obtido. 
Avaliar a atividade antimicrobiana do acetato de eugenila pelo 
método de difusão de placas sobre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. 
 
 3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
 
 
3.1 ÓLEOS ESSENCIAIS 
 
Os óleos essenciais são líquidos oleosos voláteis aromáticos, 
provenientes das flores, brotos, sementes, cascas, folhas, ervas, 
madeiras, frutas e raízes de origem botânica. São industrialmente 
extraídos por destilação com vapor de água, mas na atualidade o método 
mais utilizado é por extração supercrítica com dióxido de carbono, 
operando a baixas temperaturas, garantindo a preservação dos 
compostos termolábeis essenciais presentes, sendo os mesmos 
armazenados em recipientes escuros e herméticos para evitar mudanças 
na sua composição (BURT, 2004; ZIZOVIC et al., 2007; GAÑÁN; 
BRIGNOLE, 2011).  
Sabe-se que os óleos essenciais são misturas complexas e simples 
ao mesmo tempo, complexas porque podem conter dezenas ou até 
mesmo centenas de compostos diferentes, sendo que o composto 
majoritário presente dependerá da espécie ou variedade, e são misturas 
simples porque seus componentes apresentam natureza principalmente 
terpênica, com estruturas químicas inter-relacionadas. A quantidade dos 
compostos presentes nos óleos essenciais, como monoterpenos 
hidrocarbonados, derivados oxigenados (alcoóis, aldeídos, ésteres, 
éteres, cetonas, fenóis e óxidos), sesquiterpenos, terpenos de alto peso 
molecular, ceras, parafinas e pigmentos, são diretamente proporcionais 
ao estado das propriedades genéticas da planta, idade e ambiente onde 
elas estão crescendo (CONSENTINO et al., 1999; GAÑÁN; 
BRIGNOLE, 2011).  
Burt (2004) resume os principais compostos presentes em alguns 
óleos essenciais, como por exemplo no coentro (Coriandrum sativum) o 
linalol e E-2-decanal, na canela (Cinnamomum zeylandicum) o trans-
cinamaldeído, no orégano (Origanum vulgare) o carvacrol, timol e γ-
terpineno, no alecrim (Rosmarinus officinalis) o γ-terpineno, acetato de 
bornilo e cânfora, na sálvia (Salvia officinalis L.) a cânfora, α-pineno e 
β-pineno, no cravo (Syzygium aromaticum) o eugenol e acetato de 
eugenila, e no tomilho (Thymus vulgaris) o timol, carvacrol, γ-terpineno 
e p-cimeno. 
Na natureza os óleos essenciais de origem botânica além de 
serem flavorizantes, são substâncias criadas como mecanismo de defesa, 
com propriedades inibidoras ou biocidas de micro-organismos 
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patógenos, evitando doenças ou infecções nas mesmas plantas. Devido à 
estas funções de proteção à planta, diversos estudos apontam 
propriedades benéficas aos óleos essenciais, como característica 
antisséptica, antimicrobiana e antioxidante, além da já conhecida 
utilização na culinária (PORRES-MARTÍNEZ et al., 2013; BAGHERI; 
MANAP; SOLATI, 2014). 
A atividade antioxidante é uma das características dos óleos 
essenciais que merecem destaque. Biologicamente, os antioxidantes são 
substâncias que podem retardar ou inibir os processos de oxidação. 
Bagheri, Manap e Solati (2014) investigaram a ação antioxidante do 
óleo essencial da pimenta preta (Piper nigrum L.), cujos compostos 
majoritários β-cariofileno, limoneno, sabineno, 3-careno, β-pineno e     
α-pineno, confirmam ter atividade antioxidante, sendo que esta atividade 
não foi atribuída aos compostos principais já que devido à mistura e à 
sinergia deles com os compostos minoritários, se consegue maior 
atividade antioxidante do óleo essencial como um todo. Porres-Martínez 
et al. (2013) avaliaram a atividade antioxidante e cito-protetora do óleo 
essencial de sálvia (Salvia lavandulifolia), onde o principal composto 
monoterpênico 1,8-cineol apresentou potencial antioxidante. Em relação 
ao efeito cito-protetor, o óleo de sálvia protegeu contra o estresse 
oxidativo que exercem as espécies reativas do oxigênio (ERO) as quais 
são potencialmente prejudiciais, uma vez que podem produzir 
enfermidades crônicas como diabetes, arteriosclerose, problemas 
cardiovasculares, câncer, entre outros.  
Outra propriedade dos óleos essenciais é sua ação biocida pelos 
agentes antimicrobianos, os quais são definidos como substâncias ativas 
que contêm uma ou mais substâncias destinadas a destruir, inibir o 
crescimento, prevenir a ação destrutiva e exercer um efeito controlador 
em micro-organismos patógenos através de tratamentos químicos ou 
biológicos, sendo que os biológicos podem ser considerados 
ecologicamente corretos (GAÑÁN; BRIGNOLE, 2011). Nos óleos 
essenciais, os compostos fenólicos são os principais responsáveis pela 
propriedade antimicrobiana (CONSENTINO et al., 1999), sendo 
possível encontrar trabalhos envolvendo o uso de óleos essenciais como 
agente antimicrobiano contra bactérias patógenas. Hitokoto et al. (1980) 
estudaram o poder de inibição do anetol extraído do óleo essencial de 
sementes de anis estrela em Aspergillus flavus e Aspergillus versicolor 
(concentração inibitória mínima 2000 μg/mL), de timol extraído do óleo 
essencial de tomilho em A. flavus (400 μg/mL) e em A. ochraceus     
(200 μg/mL), e do eugenol extraído do óleo essencial de cravo em A. 
flavus (250 μg/mL) e em A. versicolor (250 μg/mL). Cosentino et al. 
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(1999) avaliaram o poder antimicrobiano dos compostos α-pineno, γ-
terpineno, p-cimeno, linalol, α-terpineol, timol e carvacrol, presentes no 
óleo de tomilho, contra o crescimento de bactérias patógenas como 
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e 
leveduras Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae. Os 
antimicrobianos mais efetivos foram timol e carvacrol, e os que não 
apresentaram características antimicrobianas foram α-pineno, γ-
terpineno, p-cimeno, confirmando que os hidrocarbonetos são os 
componentes menos eficientes nos óleos essenciais. Estudo semelhante, 
avaliando o potencial antimicrobiano do eugenol, cinamaldeído, timol e 
carvacrol, extraídos de óleos essenciais de cravo, canela, orégano e 
tomilho, respectivamente, foi realizada por Pei et al. (2009), onde as 
concentrações mínimas para reduzir a viabilidade da bactéria gram-
negativa Escherichia coli foram de 1600, 400, 400 e 400 x 10
3
 μg/L, 
respectivamente. 
A atividade antimicrobiana é diretamente relacionada com a 
defesa contra patógenos ou bactérias que deterioram os alimentos, 
ressaltando sua importância como conservante na indústria de alimentos. 
Uma desvantagem na aplicação direta destes óleos essenciais, é que 
adicionados em altas quantidades podem modificar notavelmente a 
textura, sabor e aroma dos alimentos (SZCZEPANSKI; LIPSKI, 2014), 
sendo esta a principal razão para extrair compostos e modificar eles para 
potencializar suas propriedades biológicas. 
 
3.2 ÓLEO ESSENCIAL DE CRAVO-DA-ÍNDIA 
 
O cravo da Índia pertence à família das mirtáceas (Myrtaceae) é 
um botão seco obtido das flores verdes-amareladas da árvore Syzygium 
aromaticum L. (Figura-1a), nativa das ilhas Molucas na Indonésia, com 
altura media de 8 - 10 metros (SOTO; BURHANUDDIN, 1995; 
AFFONSO et al., 2012). 
O botão seco do cravo-da-Índia (Figura-1b) vem sendo usado 
popularmente na culinária como tempero para melhorar ou proporcionar 
um sabor típico nas comidas, é também utilizado em aplicações 
terapêuticas; sobretudo processado em forma de óleo, é adicionado em 
produtos alimentícios, cosméticos, medicamentos, para tratamento de 
doenças, entre outros, sendo que suas propriedades biológicas ainda 
estão sendo investigadas (SRIVASTAVA; MALHOTRA, 1991; 
SRIVASTAVA, 1993; AFFONSO et al., 2012). 
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No Brasil, a Bahia é considerada a grande produtora de cravo-da-
Índia, principalmente na região do baixo sul, em cidades como Valença, 
Itubrá, Taperoá, Camamu e Nilo Peçanha (AFFONSO et al., 2012).  
 
Figura 1 - (a) Árvore de cravo-da-Índia (Syzygium aromaticum L.),    
(b) Botões secos. 
 
Fonte: Armazém das especiarias (2014) (http://armazemdasespeciarias.com.br). 
 
O óleo de cravo é um líquido amarelo claro, oleoso, imiscível em 
água, obtido pela destilação das flores, caules e folhas de Syzygium 
aromaticum L. (SOTO; BURHANUDDIN, 1995; ANDERSON; 
McKINLEY; COLAVECCHIA, 1997). Reineccius (1994) classifica o 
óleo de cravo como um composto aromático fenólico de impacto 
sensorial médio. Este óleo é considerado seguro pela FDA (Food and 
Drug Administration), e certificado como GRAS “Generally Regarded 
As Safe”, quando o conteúdo não excede os 1500 ppm em todas as 
categorias dos alimentos  (ANDERSON; McKINLEY; 
COLAVECCHIA, 1997; GÜLÇIN; ELMASTAŞ; ABOUL-ENEIN, 
2012). A ingestão diária de óleo de cravo, estabelecida pela Organização 
Mundial da Saúde, em aditivos alimentares é de 2,5 mg/kg peso do 
corpo humano (NAGABABU; LAKSHMAIAH, 1992).  
É utilizado mundialmente como agente flavorizante nos 
alimentos, como agente antimicrobiano em carnes cozidas (HAO; 
BRACKETT; DOYLE, 1998), conservante de iogurte (BAYOUMI, 
1992) e também em aromaterapia, uma vez que é efetivo, seguro e de 
custo relativamente baixo (SOTO; BURHANUDDIN, 1995; 
ANDERSON; McKINLEY; COLAVECCHIA, 1997). 
O óleo de cravo apresenta propriedades biológicas como: 
atividade antioxidante (GÜLÇIN; ELMASTAŞ; ABOUL-ENEIN, 
2012), atividade antimicrobiana (SMITH-PALMER; STEWART; 
FYFE, 1998), poder anestésico para dores de dente (ALQAREER; 
ALYAHYA; ANDERSSON, 2006), e também como anestésico na 
(a) (b) 
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aquicultura para adormecer ou tranquilizar aos peixes no momento 
depois da captura para o transporte (KENNEDY; GALE; OSTRAND, 
2007), como substrato para formação de ácido ferúlico (potente 
antioxidante) e ácido vanílico (agente flavorizante) (RABENHORT, 
1996), entre outras aplicações. 
O óleo de cravo, como todo óleo essencial, é uma mistura de 
compostos, sendo o eugenol (4-alil-2-metoxifenol) o componente 
majoritário, em concentrações de 76,8 - 95% (BRIOZZO et al.,1989; 
SRIVASTAVA; MALHOTRA, 1991; MOON; KIM; CHA, 2011). 
Também apresenta outros compostos fenólicos, em menor quantidade, 
como o β-cariofileno (17,4%), α-humuleno (2,1%), e acetato de eugenila 
(1,2%) (CHAIEB et al., 2007). 
 
3.3 EUGENOL 
 
O eugenol (C10H12O2; 4-alil-2-metoxifenol), é um líquido oleoso 
de cor amarelo claro à luz, quase pálido com odor característico a cravo 
(ITO; MURAKAMI; YOSHINO, 2005), cuja estrutura química 
apresenta-se na Figura 2. O eugenol é um componente natural ativo do 
óleo de cravo-da-Índia, isolado e caracterizado como um fenilpropeno 
de cadeia curta de hidrocarbonetos, sendo que o mesmo pode ser 
produzido sinteticamente pela alilação do guaiacol com cloreto de alila.  
A separação do eugenol do óleo essencial é realizada através da mistura 
do mesmo com soluções salinas, em excesso de sódio aquoso (3%) ou 
em solução de hidróxido de potássio, levando à formação de um sal 
alcalino fenólico, onde a porção não dissolvida é removida, e a solução 
alcalina acidificada a baixas temperaturas liberando o eugenol, que é 
purificado por destilação (KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 2012). 
Segundo a European Food Safety Authority - EFSA (2011) o eugenol é 
ligeiramente solúvel em água, sendo miscível em água em temperaturas 
menores que 16 ºC (SOTO; BURHANUDDIN, 1995). No entanto, em 
altas temperaturas, o eugenol é imiscível, devido a sua alta densidade 
relativa (1,0676 g/cm
3
 a 20 ºC) (SAYDMOHAMMED; PAL, 2009; 
WANNISSORN et al., 2009), mas é solúvel em solventes orgânicos 
(KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 2012). 
Dentre as características do eugenol, destacam-se as de aditivo 
natural aromatizante e intensificador de sabor, sendo amplamente 
utilizado em bebidas alcoólicas, como whisky, em produtos alimentícios 
como agente flavorizante em sorvetes, produtos de padaria, doces, assim 
como em  cosméticos, perfumes, farmacêuticos, em químicos como 
detergentes e sabonetes. O eugenol é a fonte na produção industrial de 
28 Revisão Bibliográfica 
 
iso-eugenol e metil-eugenol. Também é utilizado na formulação de 
cimento dental e como ingrediente de antisséptico bucal (ROJO et al., 
2008; KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 2012). 
 
Figura 2 - Estrutura química de eugenol. 
 
Fonte: Ayoola et.al., 2008. 
 
Pelas propriedades biológicas do eugenol, pode ser usado como 
antisséptico e antimicrobiano por seu efeito bactericida, rompendo as 
membranas celulares dos micro-organismos (DIDRY; DUBREUIL; 
PINKAS, 1994; MOON; KIM; CHA, 2011), bacteriostático (BRIOZZO 
et al., 1989), antifúngico devido ao fato que pode modificar 
morfologicamente a estrutura da envoltura do fungo interferindo com 
sua adesividade evitando a colonização no tecido do hospedeiro  
(RANA; RANA; RAJAK, 2011), como agente larvicida (PANDEY et 
al., 2013), antioxidante por possuir um grupo fenólico (ITO; 
MURAKAMI; YOSHINO, 2005), cito-protetor (KUMARAVELU et 
al., 1996), anti-genotóxico e anti-cancerígeno  (MURAKAMI et al., 
2003), anti-inflamatório e anticoncepcional (DANIEL et al., 2009), 
analgésico (KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 2012), anti-
depressivo (TAO et al., 2005), anti-mutagênico (ROMPELBERG et al., 
1995), como inibidor da agregação plaquetária sanguínea e da formação 
de tromboxanos (SRIVASTAVA; MALHOTRA, 1991; CHEN; 
WNAG; CHEN, 1996), também em aquicultura como agente sedativo 
por ter efeito anestésico (ANDERSON; McKINLEY; COLAVECCHIA, 
1997; ATSUMI; FUJISAWA; TONOSAKI, 2005). 
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Devido ao fato de que o eugenol apresenta muitas vantagens 
quanto a suas propriedades biológicas, surge a possibilidade de que seus 
derivados acilados, esterificados, acetilados, entre outros, apresentem 
propriedades ainda melhores. Algumas investigações confirmam esta 
hipótese. Karmakar et al. (2012) estudaram o eugenol e seus derivados 
(precursores de flavonas, isoflavonas, flavonoides, sesquiterpenos e 
outros), onde obtiveram resultados positivos na eficácia da preservação 
de ossos contra a osteoporose, nos resultados de densidade óssea, 
conteúdo mineral ósseo e força de tensão dos ossos. Huang et al. (2002) 
estudaram a toxicidade do eugenol, isoeugenol e metileugenol em 
insetos que deterioram os cultivos de milho, obtiveram uma maior 
efetividade com o isoeugenol. O eugenol, assim como o carvacrol e o 
timol, é lipofílico e pode facilmente dispersar-se entre as cadeias do 
graxo acila que compõem as camadas duplas de membranas celulares. 
Além de modificar o fluxo e a permeabilidade das membranas celulares, 
perturba o crescimento celular e a morfogênese da superfície celular, 
atuando como agente antimicrobiano (KAMATOU; VERMAAK; 
VILJOEN, 2012). 
Carrasco et al. (2008) estudaram as propriedades antioxidante e 
anticancerígena do eugenol e de seus análogos obtidos por reações de 
acetilação e nitração, onde os resultados obtidos demonstram que os 
compostos 5-alil-3-nitrobenzeno-1,2-diol e acetato de 4-alil-2-metoxi-5-
nitrofenol foram significativamente mais ativos que o eugenol, 
sugerindo que a presença dos grupos nitro e hidroxila podem ser 
importantes na atividade destes compostos. 
Alimuddin et al. (2011) sintetizaram o 7-hidroxi-3’,4’-dimetoxi 
isoflavona a partir do eugenol via metilação, oxidação e acilação. A 
produção deste composto melhorado tem como finalidade ser mais 
efetivo no tratamento contra câncer de mama e de fígado, entre outros. 
Horchani et al. (2010b) utilizaram a lipase produzida por 
Staphylococcus aureus  como catalisador para a reação de esterificação 
do eugenol com o ácido benzóico, formando um éster benzoato de 
eugenila, o qual apresentou maior atividade antioxidante e caráter 
lipofílico em comparação ao eugenol puro. 
Desta forma, como se pode observar, é possível modificar a 
molécula de eugenol substituindo o grupo hidroxila por outros 
compostos que melhorem as características funcionais, surgindo como 
alternativa neste trabalho a modificação da molécula de eugenol, reação 
chamada acetilação, para obtenção de acetato de eugenila, que por ter 
um grupo acetil provavelmente seja mais lipofílico e estável na sua 
aplicação.  
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3.4 ACETATO DE EUGENILA 
 
O composto acetato de eugenila (C12H14O3; 4-alil-2-metoxifenol 
acetato), representado na Figura 3, pode ser produzido via síntese 
química ou através da síntese enzimática (via biológica natural) pela 
acetilação do eugenol com anidrido acético, resultando em um líquido 
de cor amarelo pálido (PANDEY et al., 2013). Segundo a European 
Food Safety Authority - EFSA (2011), para propósitos de aplicação nos 
alimentos, é considerado seguro para consumo um nível de acetato de 
eugenila entre 1 - 5 mg/kg. 
 
Figura 3 - Estrutura quimica de acetato de eugenila. 
 
Fonte: Ayoola et.al., 2008. 
 
O acetato de eugenila é usado nos alimentos como agente 
flavorizante, é insolúvel em água, tem vida de prateleira de pelo menos 
um ano em embalagens fechadas, e em condições favoráveis de 
temperatura e umidade. Uma característica em particular deste 
composto, é que é rapidamente absorvido no trato intestinal passando 
através do fígado, onde é metabolizado gerando produtos polares que 
logo passam a conjugar-se e a ser eliminados na urina. Enquanto o 
eugenol é excretado sem nenhuma modificação estrutural alguma, o 
acetato de eugenila é hidrolisado para eugenol e ácido carboxílico 
(EFSA, 2011). Por ser um éster do eugenol, não produz descoloração, a 
diferença dos detergentes feitos com eugenol, e ao mesmo tempo é uma 
molécula mais estável, porém, este éster não é muito usado em perfumes 
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devido a seu fraco poder aromático já que não tem mais o composto 
fenólico livre (KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 2012). 
O acetato de eugenila foi descrito por Kwang-Geun e Takayuki 
(2001) como um agente antioxidante, sendo que este composto inibiu 
em 99% a oxidação do hexanal por 30 dias, em concentrações de       
200 mg.mL
-1
, já em concentrações de 50 mg.mL
-1
 e 100 mg.mL
-1
, a 
inibição foi de 76 e 85%, respectivamente, por 15 dias. A formação de 
malonaldeído foi inibida em 79% em concentração de 160 mg.mL
-1
 de 
acetato de eugenila, podendo ser comparado aos antioxidantes              
α-tocoferol e BHT, os quais apresentaram, na mesma concentração, 
inibição de 96 e 97%, respectivamente.  
Radhiah, Suhaila e Noordin (2010) observaram que o acetato de 
eugenila reduziu significativamente o aumento de açúcar no sangue e 
peroxidação dos lipídios. Além disso, este composto reduziu lesões nos 
tecidos dos olhos, músculos cardíacos e fígado de ratos. Já no estudo 
desenvolvido por Carrasco et al. (2008) foi observado que o acetato de 
eugenila apresentou atividade anticancerígena em células de câncer  de 
próstata e câncer escamoso oral.  
A atividade acaricida do acetato de eugenila foi relatada por 
Pasay et al. (2010), uma vez que o acetato de eugenila apresentou alta 
toxicidade, quando testado em ácaros de sarna humana. Além de 
acaricida, o acetato de eugenila também foi descrito como um potente 
antimicrobiano em um estudo desenvolvido por Chiaradia et al. (2012), 
onde foi observado que o acetato de eugenila apresentou maior potencial 
antimicrobiano, para todas as bactérias avaliadas, quando comparado 
com o eugenol e o cloranfenicol, um antibiótico conhecido devido a sua 
eficácia contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Além disso, 
o acetato de eugenila evitou a descalcificação e promoveu a 
remineralização causada por erosão dentária. O efeito desse composto se 
mostrou distinto quando comparado com tratamentos convencionais, e 
apresenta menor toxicidade que os compostos fluorados (CHARU et al., 
2012). 
 
3.5 LIPASES 
 
As enzimas são proteínas com propriedades catalíticas 
específicas, seletivas e atuam eficientemente em condições brandas 
(temperatura e pressão ambiente) transformando moléculas complexas. 
Entre o grande grupo das enzimas, destacam-se as lipases porque 
apresentam ampla especificidade, reconhecendo diversos substratos.  
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As lipases (triacilglicerol acil-hidrolases), fisiologicamente, são 
um grupo especial das esterases, pertencem à subclasse 1 das enzimas 
hidrolíticas de classe 3 sendo designadas como uma sub-subclasse 3.1.1 
devido a sua especificidade pelas ligações dos ésteres de ácidos 
carboxílicos, tendo como função biológica a conversão catalítica de 
gliceróis em di- ou monogliceróis, ácidos graxos e glicerol (PATIL; 
CHOPDA; MAHAJAN, 2011; STERGIOU et al., 2013). 
As lipases particularmente atuam na interfase água-óleo ou óleo 
água, ocorrendo uma ativação interfacial da enzima, fazendo com que 
sua atividade catalítica dependa do estado de agregação e estrutura do 
substrato, das propriedades moleculares da enzima e dos fatores que 
afetam as ligações enzima-substrato. Esta ativação envolve um rearranjo 
da estrutura, deixando livre o sítio ativo da enzima para que aconteça 
uma mudança conformacional na presença de gotas de óleo em água 
(PANDEY et al., 1999). 
Devido à versatilidade das lipases em reações, de hidrólise e de 
síntese, porque são quimio-seletivas, régio-seletivas e enantio-seletivas 
(SETH et.al. 2014), podem atuar como catalisadores heterogêneos 
quebrando totalmente a molécula de triglicerídeos, assim como régio-
especificamente liberar ácidos graxos das posições 1 e 3 dos 
acilglicerídeos, ou também para resolução de racematos. A estéreo-
especificidade é difícil de realizar por síntese química, no entanto as 
lipases conseguem atuar efetivamente obtendo, além de compostos 
puros, boas quantidades de ésteres alifáticos e aromáticos, alcoóis, 
ácidos e lactonas, dependendo dos atributos desejados dos isômeros 
requeridos (PATIL; CHOPDA; MAHAJAN, 2011). 
As lipases podem ser produzidas e isoladas de fontes como 
bactérias, fungos, leveduras, tecidos animais, plantas e algas, 
apresentando cada uma, características próprias de especificidade, por 
exemplo, algumas lipases possuem afinidade por ácidos graxos de 
cadeia curta (acético, butírico, ácido cáprico, etc.) enquanto outras têm 
preferência pelos ácidos graxos insaturados (oleico, ácido linoleico, 
etc.), e muitas outras são não-específicas mas atuam aleatoriamente 
separando os ácidos graxos dos triglicerídeos (PANDEY et al., 1999; 
PATIL; CHOPDA; MAHAJAN, 2011), dependendo das condições ou 
tipos de sistemas reacionais como, por exemplo, modificação de óleos e 
gorduras, esterificação, transesterificação, interesterificação, hidrólise, 
glicerólise, acidólise e aminólise (RANGANATHAN; NARASIMHAN; 
MUTHUKUMAR, 2008; ROBLES-MEDINA, 2009; FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2010), tendo um elevado potencial nas áreas de tecnologia 
de alimentos (margarinas, modificação de açúcares, leite enriquecido, 
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emulsificantes, agentes flavorizantes, sucos de frutas e produtos de 
pastelaria), ciência biomédica (remédios e fármacos) e indústrias 
químicas (biodiesel, pesticidas e outros ésteres com diversas aplicações) 
(PANDEY et al. 1999). 
As lipases, como toda enzima, estão sujeitas à inativação por 
fatores químicos, físicos ou biológicos, podendo ocorrer quando 
estocadas ou durante o uso, resultando em dificuldades técnicas, sendo 
praticamente impossível a recuperação e reuso das mesmas, o que 
incrementa os custos econômicos do processo, além de promover a 
contaminação do produto com atividade enzimática residual. Essas 
dificuldades podem ser superadas para que a catálise seja eficiente em 
um determinado processo, pelo uso de enzimas na sua forma 
imobilizada. A técnica da imobilização é utilizada para fornecer 
estabilidade às enzimas e facilitar sua recuperação e reutilização, 
reduzindo custos e ainda melhorando a qualidade do produto obtido 
(VILLENEUVE et al., 2000; DABDOUB et al., 2009; CIPOLATTI et 
al., 2014). 
Entre as lipases mais estudadas estão as produzidas intracelular 
ou extracelularmente por micro-organismos, como Aspergillus sp., 
Candida sp., Mucor sp., Rhizopus sp. Sendo importante neste trabalho 
enfatizar a biocatálise enzimática desenvolvida especialmente pelas 
lipases comerciais Novozym 435 (lipase B produzida por Candida 
antarctica (CALB), imobilizada em resina acrílica macroporosa polar de 
carga positiva), Lipozyme RM IM (produzida por Rhizomucor miehei 
imobilizada em resina de troca iônica) e Lipozyme TL IM (produzida 
por Thermomyces lanuginosus, imobilizada em resina fenólica 
granulada. 
 
3.6 ACILAÇÃO VIA SÍNTESE ENZIMÁTICA 
 
Muitas enzimas têm a capacidade de catalisar uma reação de 
acilação, sendo as mais efetivas as lipases (EC 3.1.1.3), elas catalisam a 
acilação de ambos grupos hidroxil (O-acilação) e amina (N-acilação) 
(FERRARI et al., 2014). As lipases em particular apresentam um 
elevado potencial por serem vantajosas quando são utilizadas em meios 
orgânicos anidrido, isto inclui o deslocamento do equilíbrio 
termodinâmico, favorecendo a síntese ao invés da reação de hidrólise, 
incrementando a solubilidade com os substratos não polares, eliminando 
reações adversas, facilitando a recuperação da mesma e incrementando a 
termoestabilidade (ALISSANDRATOS; HALLING, 2012). A seguir, 
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são descritos alguns estudos sobre a atuação das lipases em reações de 
acilação. 
Salem et al. (2010) estudaram o uso da lipase Novozym 435 na 
acilação de flavonóides isoquercitrina com ésteres doadores do grupo 
acila (caprilato de etila, butirato de etila, palmitato de etila, etc.) 
formando ésteres flavonoides lipofílicos (isoquercitrina de caprilato, 
isoquercitrina de laurato, isoquercitrina de palmitato, etc.) via 
derivatização dos grupos hidroxila por substituintes lipofílicos, sendo 
uma vantagem na aplicação de alimentos e cosméticos porque eles 
demonstraram propriedades antioxidantes e antiproliferativas. Estudo 
semelhante foi desenvolvido por Stevenson et al. (2006), onde 
estudaram a biossíntese com a lipase Novozym 435 na acilação de 
glicosídeos flavonoides: naringina, isoquercetina, extrato de maçã e 
estrato de “blueberry”, usando ácidos carboxílicos como doadores do 
grupo acila: ácido palmítico, ácido cinâmico, ácido fenil propanoico 
(PPA), 2-hidroxiPPA, 4-hidroxiPPA e 3,4-hidroxiPPA, usando como 
solvente t-butanol (2-metil-2-propanol), na formação de compostos 
como éster de quercetina pentosido 4-hidroxiPPA, etc., tendo maior 
hidrofobicidade, solubilidade lipídica e maior atividade antioxidante em 
emulsões alimentícias. 
Le Joubioux et al. (2013) partiram do fato de que amino-alcoóis 
acilados têm aplicação em indústrias farmacêuticas e cosméticas pelas 
propriedades antivirais, antioxidantes, antitumorais entre outras, onde 
usando Novozym 435 como catalisador, em 3 amino-alcoóis (alaninol, 
4-amino-1-pentanol e 6-amino-1-hexanol) utilizando ácido mirístico 
como doador do grupo acila, além de solventes orgânicos para facilitar a 
mistura dos reagentes. Observaram maior N-acilação em amino-alcoóis 
de cadeia curta e maior O-acilação em amino-álcool de cadeia longa.  
Gao, Li e Zong (2013) estudaram a reação de acilação de 
glucosídeos pirimidina catalisada por lipase de Penicillium expansum 
imobilizada, usando ácido undecilênico como doador,                            
2-metiltetrahidrofuran (MeTHF) como bio-solvente. A lipase apresentou 
elevada atividade catalítica e boa estabilidade na formação dos 5’-O-
ésteres lipofílicos, aos quais se atribui que possuem propriedade 
antiviral e antitumoral.  
Li, Zong e Ma (2009) acilaram floxuridina com grupos acila de 
ésteres vinílicos (butirato de vinilo, cinamato de vinila, pivalato de 
vinila, etc.) para formar ésteres derivados 5’-hidroxila 
preferencialmente, via biocatálise enzimática com Lipozyme TL IM 
(Thermomyces lanuginosus), sendo que o reconhecimento das enzimas 
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pelos grupos acila está diretamente relacionado com a estrutura do sítio 
ativo, tamanho, forma e propriedades físico-químicas da lipase.  
Horchani et al. (2010a) modificaram os grupos OH do amido para 
formar ésteres amido de ácidos graxos, usando uma lipase não comercial 
produzida por Staphylococcus aureus e imobilizada em CaCO3, em um 
meio reacional amido/ácido oleico, empregando micro-ondas como 
fonte de calor. 
Yang et al. (2010a) imobilizaram uma lipase produzida por 
Penicillium expansum para ser utilizada na acilação de arbutina 
(hidroquinona glicosilada) com butirato de vinilo, reação chamada 
butanoilação. Os derivados acilados de arbutina obtidos foram ésteres de 
6’-regioseletividade (> 99% de conversão) os quais se atribui maior 
poder antioxidante e regulador da melanogênese (pigmentação da pele). 
Assim também, Yang et al. (2010b), exitosamente acilaram (usando a 
mesma lipase) arbutina com ésteres vinílicos de ácidos graxos 
(propiônico, butírico e valérico) na formação de 6’-O-ésteres arbutina. 
Santos et al. (2007) compararam a afinidade catalítica de duas 
lipases de Candida rugosa imobilizadas experimentalmente, uma em 
copolímeros de estireno-divinilbenzeno (STY-DVB) e outra em sílica de 
poros controlados (CPS), com uma terceira lipase comercial, Novozym 
435, na produção de ésteres de butila, a partir de n-butanol e ácidos 
orgânicos (butírico, caprílico e láurico) como doadores do grupo acila, 
em sistema livre de solvente. Os autores determinaram que a enzima 
imobilizada em STY-DVB teve maiores conversões com o ácido graxo 
láurico (C12), a outra enzima imobilizada em CPS teve maior afinidade 
por o ácido graxo caprílico (C8) e a Novozym 435 conduziu a maiores 
conversões com ácido graxo de cadeia curta, ácido butírico (C4). 
Visando à ampla aplicação das lipases em reações de acilação na 
formação de ésteres, pode-se afirmar que a biocatálise é uma alternativa 
interessante para a preparação de compostos sintetizados porque oferece 
uma via limpa no desenvolvimento de processos químicos em condições 
brandas, com elevado grado de seletividade (ALISSANDRATOS; 
HALLING, 2012). Isto é, no caso da conversão via acetilação 
enzimática posicionar as cadeias acila dos grupos acetil em posições 
específicas, devido às características de régio-especificidade e estéreo-
especificidade das lipases, que conduz à formação de ésteres de maior 
pureza (HORCHANI et al., 2010a). 
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3.6.1 Acetilação enzimática 
 
O uso de solventes facilita muito as reações químicas 
heterogêneas, sobretudo em presença de uma substância tampão, porém, 
estas reações apresentam desvantagens tais como a toxicidade dos 
solventes, assim como formação de produtos secundários indesejados 
(devido a baixa seletividade da síntese química), o que requer etapas 
subsequentes de purificação, tendo risco de manter ainda resíduos 
tóxicos no produto final, são tratamentos que elevam os custos de 
produção. Além disso, produtos obtidos via síntese química não podem 
ser rotulados como naturais, mesmo que obtidos a partir de substratos 
naturais.  
Já os produtos obtidos via síntese enzimática podem ser 
rotulados como naturais, desde que sejam obtidos a partir de substratos 
naturais, em sistema livre de solvente, e que o produto obtido seja de 
estrutura conhecida (LONGO; SANROMÁN, 2006). A crescente 
demanda por produtos naturais faz que muitas investigações tenham 
sido direcionadas na busca de novas estratégias para a produção de 
compostos naturais. Como por exemplo, Palocci et al. (2007) mostraram 
que a lipase livre produzida por Candida rugosa foi capaz de catalisar 
régio-seletivamente o metil 6-O-tritil β-D-glucopiranosido com acetato 
de vinila como doador do grupo acetil em um sistema de CO2 
supercrítico, atuando como solvente não toxico, obtendo uma conversão 
de 91,4% em éster metil 3-O-acetil 6-O-tritil β-D-glucopiranosido. 
Assim também, Güvenç, Kapucu e Mehmetoğlu (2002) estudaram a 
produção enzimática de isoamil acetato em sistema livre de solvente. 
Utilizando a Novozym 435, em 6 horas de reação, razão molar ácido 
acético/álcool isoamil de 1:2, 30 ºC, 150 rpm, com adição de 5% de 
enzima (g/g substratos), obtiveram 80% de conversão. 
Pode-se notar que o uso de lipases como biocatalisadores 
proporciona uma série de vantagens porque além de ser uma tecnologia 
limpa, elas são seletivas e reagem onde os catalisadores químicos não 
conseguem, são altamente específicas e reduzem as reações colaterais. 
Além disso, tanto o produto quanto o biocatalisador podem ser 
facilmente recuperados. O custo da biocatálise pode ser considerado 
equivalente aos custos dos processos químicos, uma vez que deve-se 
considerar os custos de processamento (altas temperaturas, consumo de 
energia, purificação entre outros) e de tratamento dos resíduos tóxicos 
gerados (PANDEY et al. 1999; LIAQUAT; APENTEN, 2000). Aliado a 
estas vantagens, é importante o uso de sistemas livres de solventes 
orgânicos na síntese de ésteres aromáticos, por ser em sistemas 
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compactos, apresentam produtividade volumétrica mais elevada e 
exigem menores concentrações de catalisadores em relação aos 
reagentes (CHATTERJEE; BHATTACHARYYA, 1998). Além disso, 
com o uso de sistema livre de solvente é possível reduzir os custos e 
problemas de toxicidade, associados à recuperação do solvente. A 
eliminação de solventes dos meios reacionais contribui para a redução 
do impacto ambiental, já que a maioria dos solventes orgânicos são 
agentes poluidores (GÜVENÇ; KAPUCU; MEHMETOĞLU, 2002; 
SANTOS et al., 2007). 
 
Figura 4 - Síntese de acetato de eugenila por acetilação direta do 
eugenol com anidrido acético. 
 
 
 
3.7 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL DA ATIVIDADE 
ANTIMICROBIANA 
 
Um novo interesse na adição de especiarias como 
antimicrobianos em alimentos é evidente por muitas razões. 
Primeiramente, porque o uso de aditivos sintéticos ultimamente está 
sendo questionado por sua seguridade nos alimentos, enquanto as 
substâncias naturais originárias de plantas são melhor recebidas pelos 
consumidores. A redução de sal e de açúcar nos alimentos devido às 
dietas induz ao uso de especiarias que possuam baixos teores de sódio e 
que ajudem com uma quantidade quase insignificante de calorias nas 
quantidades comumente adicionadas. Misturas de especiarias são ótimas 
substituintes de sal nos alimentos. Tem-se sugerido que o incremento no 
consumo das especiarias pode produzir bactérias responsáveis da 
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digestão no trato intestinal as quais podem reduzir a incidência de 
câncer (SHELEF, 1983). 
Além de conferir aroma e sabor, as especiarias e as ervas 
aromáticas têm ação antimicrobiana. Os óleos essenciais derivados das 
especiarias e plantas aromáticas possuem atividade antimicrobiana 
contra Listeria monocytogenesis, Salmonella typhimurium, E. coli, 
Shigella dysenteriae, Bacilus cereus e Staphylococcus aureus (FOOD 
INGREDIENTS BRASIL, 2010). 
Desta forma, como apresentado nos tópicos anteriores, os 
compostos presentes no óleo essencial, tais como terpenos oxigenados e 
hidrocarbonetos (por exemplo, eugenol, humuleno, eucaliptol, torreyol, 
e γ-cadineno) apresentam características antimicrobianas porque podem 
acumular-se na membrana microbiana causando uma perda da 
integridade da membrana, ocorrendo o vazamento do conteúdo 
citoplasmático, a dissipação da força motriz de prótons e 
consequentemente lise celular (KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 
2012).  
  Acredita-se que o eugenol, um fenólico encontrado como 
composto principal no óleo essencial de cravo-da-Índia (Syzygium 
aromaticum L.), apresenta propriedade antibacteriana pela inibição da 
síntese de enzimas extracelulares e ruptura da estrutura da parede 
celular, resultando em falta de citoplasma, granulação do citoplasma, 
hiperacidez citoplasmática, e esgotamento de ATP intracelular 
(KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 2012). 
 
3.8 CONSIDERAÇÃO SOBRE O ESTADO DA ARTE 
 
A demanda atual por alimentos naturais é cada vez maior. A 
substituição de aditivos sintéticos nos alimentos gera uma procura de 
aditivos alternativos naturais, benéficos para a saúde. A produção de 
ésteres antimicrobianos a partir de plantas ou frutos torna-se uma 
alternativa efetiva, uma vez que atuam como conservantes nos 
alimentos, graças às propriedades biológicas que apresentam na sua 
composição botânica. Os óleos essenciais, presentes nas plantas, são os 
precursores das propriedades biológicas. Em particular, o óleo de cravo-
da-índia destaca-se entre óleos como de tomilho, canela e menta, por 
possuir elevada atividade antioxidante, antimicrobiana entre outras, 
sendo estas propriedades atribuídas ao seu composto majoritário: 
eugenol. Na literatura demonstrou-se que derivados de compostos 
fenólicos pela adição de grupos funcionais na molécula, apresentam 
melhores propriedades biológicas. Por isso, surge como alternativa 
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modificar a molécula de eugenol com a visão de produzir um éster 
acetato de eugenila. 
Seguindo a tendência de produzir compostos naturais, surge a 
proposta de produzir acetato de eugenila em um sistema eco-friendly, 
livre de solvente, que seria neste caso, uma reação de acetilação através 
de biocatalisadores enzimáticos, uma vez que oferecem enantio- e régio-
especificidade atuando em condições brandas, reduzindo a formação de 
compostos indesejados, e facilitando a purificação do composto 
produzido. Este fato, aliado à fundamentação teórica apresentada neste 
capítulo, permite justificar a realização deste trabalho, cujo maior 
objetivo reside no estudo da produção enzimática de éster acetato de 
eugenila em sistema livre de solvente, no que diz respeito à otimização 
das condições operacionais do processo fazendo uso da ferramenta do 
planejamento de experimentos, da avaliação de cinéticas, do reuso do 
catalisador na condição otimizada do processo, e da avaliação da 
atividade antimicrobiana do éster obtido: acetato de eugenila. 
 
 
 
 
 
 4  MATERIAL E MÉTODOS  
 
 
Neste capítulo serão descritos os materiais e métodos utilizados, 
bem como os procedimentos laboratoriais adotados durante a fase 
experimental deste trabalho, relacionado à otimização da conversão da 
reação de acetilação enzimática para obtenção de acetato de eugenila em 
sistema livre de solvente. Os experimentos foram realizados no 
Laboratório de Engenharia Bioquímica (ENGEBIO), no Laboratório de 
Termodinâmica e Extração Supercrítica (LATESC) e na central de 
análise, do Departamento de Engenharia Química e Engenharia de 
Alimentos (EQA), da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). 
 
4.1 MATERIAIS 
 
4.1.1 Enzimas 
 
 Novozym 435 - lipase comercial de origem microbiana, 
produzida a partir de Candida antarctica, imobilizada em resina 
macroporosa polar de troca iônica, pela Novozymes Brasil/ 
Araucária - PR. A enzima atua randomicamente nas posições 3 
do triacilglicerol. O produto é constituído por partículas de 
formato esferoidal, com diâmetro de partícula entre 0,3 e       
0,9 mm e densidade de aproximadamente 430 kg/m
3
. Esse 
produto é fornecido com quantidade de água entre 1 - 2%. 
Segundo o fornecedor, a enzima pode ser utilizada em 
temperaturas na faixa de 40 - 70 ºC, atividade específica 10,000 
U/g) (DAMSTRUP et al., 2005; WANG et al., 2014). 
 Lipozyme RM IM - lipase comercial produzida por fermentação 
submersa de Rhizomucor miehei e imobilizada em resina de 
troca iônica, pela Novozymes Brasil/ Araucária - PR. Apresenta 
especificidades nas posições 1,3 do triglicerídeo. O tamanho de 
partícula entre 0,2 - 0,6 mm, densidade entre 350 - 450 Kg/m³ e 
conteúdo de água entre 2 - 3%. Segundo o fornecedor, a enzima 
pode ser utilizada em temperaturas na faixa de 30 - 70 ºC.   
 Lipozyme TL IM - lipase produzida por fermentação submersa 
de Thermomyces lanuginosus e imobilizada em resina fenólica 
e adequada para aplicação em reatores de leito fixo, pelo fato de 
ser granulada, pela Novozymes Brasil/ Araucária - PR. 
Apresenta especificidades nas posições 1,3 do triglicerídeo. É 
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recomendável o uso em solventes orgânicos, uma vez que em 
meio aquoso, o suporte pode sofrer solvatação. Atividade 
catalítica: 75 IUN.g
-1
; densidade 0,42 g.mL
-1
; diâmetro de 
partícula: 0,3 - 1,0 mm; conteúdo de água: 5%. 
 
4.1.2 Reagentes 
 
 Óleo essencial de folha de cravo-da-Índia (Eugenia 
caryophyllus), cujas especificações fornecidas por laudo do 
fornecedor encontram-se na Tabela 1. 
 
Tabela 1 - Especificações técnicas do óleo essencial de folha do cravo-
da-Índia. 
Características Especificações 
Aparência Líquido 
Cor Amarelo Palha a Castanho 
Impurezas Isento 
Odor Típico tempero 
Densidade (20 ºC) 1,030 - 1,050 
Índice de Refração (20 ºC) 1,520 - 1,540 
Principais componentes (aprox.) Eugenol (C10H12O2) = 85% 
Fonte: Fornecedor FERQUIMA. 
 
 
 Anidrido acético (Ac2O) ou C4H6O3 (Sigma-Aldrich, ≥ 98% 
pureza); 
 Hexano C6H14 (Sigma-Aldrich, ≥ 98,5% pureza); 
 Para as análises cromatográficas foi utilizado o padrão de 
acetato de eugenila C12H14O3, ≥ 98% pureza, de procedência 
Sigma-Aldrich. Para o preparo das soluções foi utilizado como 
solvente Diclorometano - CH2Cl2 (Sigma-Aldrich, 99,5% 
pureza). 
 
4.1.3 Equipamentos 
 
Dentre os equipamentos utilizados para o desenvolvimento deste 
trabalho, pode-se citar: 
 
 Balança Eletrônica de Precisão GEHAKA BG 200; 
 Balança Analítica DIGIMED KN 500; 
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 Estufa de cultura 502 ORION
®
, marca FANEM
®
 São Paulo - 
Brasil; 
 pHmetro digital 827 pH lab, marca METROHM Swissmade; 
 Dessecador; 
 Shaker Bew Brunswick (da Eppendorf Company), modelo 
EXCELLA E25R, 120 volts, 60 hertz, 1500 VA. 
 Incubadora shaker com agitação orbital MA 410/CFT, marca 
MARCONI, 220 volts, 700 watts. 
 Banho termostatizado com shaker marca DUBNOFF; 
 Rota-evaporador acoplado com bomba a vácuo e banho 
termostatizado; 
 Freezer modelo Electrolux RE28, 220 volts; 
 CG/FID Shimadzu modelo 2010, equipado com uma coluna 
capilar de sílica fundida INOWAX. 
 
4.2 MÉTODOS 
 
4.2.1 Aparato experimental para a síntese enzimática de acetato de 
eugenila em sistema livre de solvente. 
 
Os ensaios para sintetizar acetato de eugenila foram realizados 
em mistura reacional contendo óleo essencial de folha de cravo-da-Índia 
como fonte de eugenol e anidrido acético. Após dissolução completa dos 
substratos (Figura 5a), a enzima foi adicionada (Figura 5b), sendo o 
tempo reacional contado a partir da adição da mesma. Todos os ensaios 
realizados com temperaturas até 60 ºC foram conduzidos em shaker com 
agitação orbital (Figura 6). Os ensaios com temperaturas superiores a  
60 ºC foram realizados em banho termostatizado com agitação orbital 
(Figura 7). Após o término do tempo de reação, o biocatalisador foi 
filtrado com papel filtro e solvente orgânico para uma maior remoção do 
acetato de eugenila aderido ao suporte da enzima e nas paredes dos 
frascos (Figura 9). As amostras foram evaporadas a vácuo por 10 min a 
40 ºC (Figura 10). Todas as amostras foram mantidas sob refrigeração, 
para posterior análise. 
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Figura 5 -  (a) Mistura reacional óleo essencial de folha de cravo-da-
Índia e anidrido acético, e (b) Mistura reacional óleo essencial de folha 
de cravo-da-Índia, anidrido acético e enzima. 
 
 
Figura 6 - Shaker com agitação orbital, usando no ensaios para síntese 
enzimática de acetato de eugenila 
 
 
Figura 7 - Banho termostatizado com agitação orbital, usando no 
ensaios para síntese enzimática de acetato de eugenila. 
 
 
 
 
 
(b) (a) 
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Figura 8 - Filtração do acetato de eugenila com hexano em papel filtro. 
 
 
Figura 9 - Rota-evaporador acoplado a bomba vácuo e banho de 
aquecimento. 
 
 
4.2.2 Influência da umidade inicial no suporte das enzimas na 
conversão de acetato de eugenila 
 
A fim de avaliar se a umidade presente no suporte das enzimas 
interferia na conversão em ésteres de acetato de eugenila, as enzimas 
foram submetidas a uma secagem em estufa a 40 ºC por 1 h antes de 
serem adicionadas ao sistema reacional. Também foram realizados 
ensaios sem prévia secagem dos catalisadores. Os catalisadores 
empregados foram as lipases comerciais Novozym 435, Lipozyme RM 
IM e Lipozyme TL IM. Todos os ensaios foram realizados em shaker 
com agitação orbital nas seguintes condições experimentais: 
concentração de enzima 5,5% (m/m) em relação à massa total de 
substratos, razão molar eugenol:anidrido acético 1:3, temperatura 50 ºC, 
velocidade de agitação 150 rpm, tempo 2 h. 
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4.2.3 Seleção do melhor biocatalisador para produção de acetato de 
eugenila 
 
Foram realizados três experimentos para determinar qual enzima 
é a mais efetiva para a produção de acetato de eugenila. As enzimas 
testadas foram as lipases comerciais: Novozym 435, Lipozyme RM IM 
e Lipozyme TL IM. Foram empregadas as mesmas condições 
experimentais otimizadas por Chiaradia et al. (2012), na produção de 
acetato de eugenila, via síntese catalisada por Novozym 435, onde as 
melhores condições para uma elevada conversão em acetato de eugenila 
foram: concentração de enzima 5,5% (m/m em relação à massa total de 
substratos), razão molar eugenol:anidrido acético 1:3, temperatura       
50 ºC, velocidade de agitação 150 rpm e tempo de reação de 2 h. 
 
4.2.4 Determinação da velocidade de agitação do sistema reacional 
na produção de acetato de eugenila 
 
Uma vez determinado o catalisador a ser empregado bem como 
sua prévia preparação, ensaios posteriores foram realizados, a fim de 
determinar a melhor velocidade de agitação no sistema reacional para a 
produção de acetato de eugenila. A faixa de agitação avaliada foi de 100 
a 200 rpm, nas seguintes condições experimentais: concentração de 
enzima 5,5% (m/m) em relação à massa total de substratos, razão molar 
eugenol:anidrido acético 1:3, temperatura 50 ºC e tempo de reação de     
2 h. 
 
4.2.5 Otimização da produção enzimática de acetato de eugenila 
 
Para determinação das condições experimentais que 
maximizassem a síntese do éster acetato de eugenila, resultante da 
reação de acetilação, foi realizada uma estratégia sequencial de 
planejamentos fatoriais. 
 Inicialmente optou-se por um planejamento experimental 
completo 2
3
 com triplicata do ponto central, totalizando 11 
experimentos. O tempo da reação foi fixado em 2 horas com 150 rpm de 
agitação. As faixas de temperatura (T), razão molar (RM) e 
concentração de enzima [E] avaliadas são apresentadas na Tabela 2. 
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Tabela 2 - Variáveis e níveis estudados no primeiro planejamento 
fatorial completo 2
3
, para produção de acetato de eugenila empregando 
Lipozyme TL IM como biocatalisador.  
Variáveis/Níveis 
Razão 
molar 
(mol:mol)
a
 
Temperatura  
(ºC) 
Concentração 
de enzima  
(% m/m) 
-1 1:1 40 5 
0 1:3 50 10 
1 1:5 60 15 
           a eugenol:anidrido acético 
 
Posteriormente, foi realizado um planejamento experimental 
fatorial completo 2
2
 e com triplicata do ponto central, totalizando 7 
experimentos, apresentados na Tabela 3. Nesta etapa, foram avaliados 
os efeitos da razão molar e da temperatura, mantendo-se fixos, além do 
tempo de reação (2 h), a concentração de enzima (5% m/m) e a 
velocidade de agitação (150 rpm). 
 
Tabela 3 - Variáveis e níveis estudados no segundo planejamento 
fatorial completo 2
2
,  para otimização das condições para produção de 
acetato de eugenila empregando Lipozyme TL IM como biocatalisador. 
Variáveis/Níveis 
Razão molar 
(mol:mol)
a
 
Temperatura   
(ºC) 
-1 1:5 50 
0 1:7 60 
1 1:9 70 
a eugenol:anidrido acético 
 
4.2.6 Estudo cinético da produção enzimática de acetato de eugenila 
 
Após otimizar as condições experimentais das variáveis 
estudadas no processo enzimático, os efeitos da razão molar (RM) e da 
concentração da enzima [E] na cinética da reação foram avaliados para 
cada sistema reacional. Os tempos avaliados foram 15, 30, 45, 60, 120, 
180, 240, 300, 360 minutos. As razões molares e concentrações da 
enzima [E] (%m/m substratos) utilizadas no estudo são apresentadas nas 
Tabelas 4 e 5, respectivamente. 
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Tabela 4 - Efeito da concentração de enzima entre os substratos na 
produção enzimática de acetato de eugenila. 
Temperatura 
(ºC) 
Razão molar 
 (mol/mol)
a
 
 [E] 
(% m/m) 
70 1:9 1, 5, 10 
aeugenol:anidrido cético 
 
Tabela 5 - Efeito da razão molar entre os substratos na produção 
enzimática de acetato de eugenila. 
Temperatura 
(ºC) 
Razão molar 
 (mol/mol)
a
 
 [E] 
(% m/m) 
70 1:1; 1:5; 1:9; 1:12  5 
aeugenol:anidrido cético 
 
4.2.7 Estudo de sucessivos ciclos de uso da enzima Lipozyme TL IM 
na produção de acetato de eugenila em sistema livre de solvente 
 
Partindo da condição otimizada, para o teste de reuso da enzima 
foram consideradas as seguintes condições: razão molar de 1:5 
eugenol:anidrido acético, temperatura 70 ºC, 5% (m/m) de enzima em 
relação à massa total de substratos, tempo reacional 2 h e agitação 150 
rpm. A enzima recuperada foi filtrada e lavada com 30 mL de hexano 
para retirar os resíduos remanescentes da reação. Após secagem em 
estufa a 40 ºC por 4 h, a enzima foi colocada no dessecador por 18 h. A 
enzima recuperada foi novamente utilizada em um meio reacional, nas 
condições experimentais do primeiro uso. Assim, sucessivamente a 
enzima foi testada até observar um declínio na conversão em acetato de 
eugenila. 
 
4.2.8 Determinação da velocidade específica da reação 
 
A velocidade específica de reação é calculada através da Equação 
1 (HAGENS, 2006). 
v= m/(mc.t)                              (Equação 1) 
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Onde: 
v: velocidade específica da reação (g.g
-1
.h
-1
); 
m: massa da substância convertida (g); 
mc: massa de catalisador (g); 
t: tempo (h) 
 
4.2.9 Quantificação de acetato de eugenila 
 
A quantificação dos ésteres de acetato de eugenila foi realizada 
por cromatografia gasosa em equipamento Shimadzu GC-2010 equipado 
com processador de dados. As análises foram realizadas utilizando 
coluna capilar de sílica fundida RT x-WAX (30 m x 0,25 mm i.d.),       
0,25 μm de espessura de filme, detector FID, com a seguinte 
programação de temperatura: 40 - 150 ºC (10 ºC/min), 150 - 220 ºC      
(10 ºC/min), 220 ºC (5 min), temperatura do injetor 250 ºC, detector a 
275 ºC, modo de injeção split, razão de split 1:100, gás de arraste N2    
(56 kPa), volume injetado 1,0 μL de amostra diluída em diclorometano 
(2:10). A determinação da conversão das reações foi feita 
acompanhando a redução da área do sinal do agente limitante eugenol. 
 
4.2.10 Purificação da amostra otimizada de acetato de eugenila 
 
Para as análises de RMN-
1
H e atividade antimicrobiana, os 
ésteres foram purificados em rota-evaporador a vácuo a 40 ºC durante   
8 h. Confirmou-se a purificação de acetato de eugenila por 
cromatografia gasosa em equipamento Shimadzu GC/FID, nas mesmas 
condições empregadas na quantificação dos ésteres. 
 
4.2.11 Identificação de acetato de eugenila 
 
Os espectros da Resonância Magnética Nuclear RMN-
1
H foram 
obtidos no laboratório da Central de Análises do Departamento de 
Química da UFSC, no equipamento de Ressonância Magnética Nuclear, 
modelo Varian Mercury Plus AS - 400 MHz, em 100 MHz, usando 
TMS como padrão interno e clorofórmio-d1 (CDCl3) como solvente. 
 
4.2.12 Atividade antimicrobiana 
 
Para a realização dos testes antimicrobianos, foi utilizada a 
metodologia de difusão em placas, sendo que doze micro-organismos 
foram selecionados, entre eles Bactérias Gram-positivas (Micrococcus 
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luteus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, 
Streptococcus mutans, Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus) e 
Gram-negativas (Proteus vulgaris, Aeromonas sp., Escherichia coli, 
Klebsiella pneumoniae, Salmonella choleraesius, Pseudomonas 
aeruginosa) crescidas previamente em meio Lúria Bentani (10 g/L de 
triptona, 5 g/L de extrato de levedura e 5 g/L de NaCl) durante 24 horas 
a 36 ± 1 ºC. 
Os referidos testes foram realizados pelo método de difusão em 
discos de papel Whatmann n° 3 com 9 mm de diâmetro, em placas de 
Petri com meio de cultura Ágar Müeller-Hinton. As culturas ativas das 
bactérias foram inoculadas por espalhamento com auxílio da alça de 
Drigalski estéril nas placas num volume de 100 μL. Em cada placa foi 
depositado um disco de controle negativo (branco), na avaliação do 
potencial antimicrobiano do acetato de eugenila os discos continham   
20 μL de volume. Após a incubação das placas a 36 ± 1 ºC durante 24 
horas, os resultados foram analisados medindo-se o diâmetro do halo de 
inibição de crescimento das bactérias, incluindo o diâmetro do disco de 
papel, com o auxílio de uma régua. 
Os resultados foram expressos em mm pela média aritmética dos 
valores dos halos obtidos nas três repetições de cada bactéria, sendo as 
médias comparadas pelo teste de Tukey a 95% de confiança, utilizando 
o programa Statistica versão 7.0 (Statsoft Inc, USA).  
 
4.2.13 Analise estatística 
 
Os dados experimentais obtidos em cada planejamento 
experimental foram tratados estatisticamente. A análise estatística 
relacionada com os efeitos estimados de cada variável e maximização 
dos processos foi realizada através do erro padrão relativo entre os 
dados experimentais e os preditos. Todas as análises foram realizadas 
utilizando o software Statistica versão 7.0 (Statsoft Inc, USA). 
 
 
 5  RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
Neste capítulo serão apresentados os resultados obtidos durante o 
desenvolvimento deste trabalho, relacionados à acetilação enzimática do 
eugenol em sistema livre de solvente, assim com a verificação do efeito 
das variáveis do processo, temperatura, razão molar entre os substratos, 
concentração de enzima e agitação na produção de acetato de eugenila 
utilizando a técnica de planejamento experimental. Também serão 
expostos estudos cinéticos, análise Ressonância Magnética Nuclear - 
RMN e análise da atividade antimicrobiana do acetato de eugenila 
obtido. 
Inicialmente, avaliou-se a produção de acetato de eugenila 
empregando três biocatalisadores, além da influência da umidade inicial 
dos mesmos na produção de acetato de eugenila. 
 
 
5.1 SELEÇÃO DO MELHOR BIOCATALISADOR E INFLUÊNCIA 
DA PERCENTAGEM DE UMIDADE INICIAL NA PRODUÇÃO DE 
ACETATO DE EUGENILA 
 
Nesta etapa foram utilizadas as condições otimizadas obtidas por 
Chiaradia et al. (2012), para uma elevada conversão em acetato de 
eugenila, as quais foram: concentração de enzima 5,5% (m/m) de 
substrato, razão molar 1:3 (mol de eugenol:mol de anidrido acético), 
temperatura 50 ºC, agitação 150 rpm e tempo reacional de 2 h. Na 
Tabela 6 é apresentada a influência dos biocatalisadores, assim como a 
umidade inicial dos mesmos nas condições experimentais da reação de 
acetilação enzimática para obtenção de acetato de eugenila. 
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Tabela 6 - Seleção do melhor biocatalisador e influência da umidade 
inicial no suporte dos mesmos, nas condições experimentais da reação 
de acetilação enzimática para produção de acetato de eugenila. 
Tratamento 
Acetato de eugenila (%) 
Novozym 435 
Lipozyme TL 
IM 
Lipozyme RM 
IM 
Sem secagem 
prévia 
41,37 ± 2,02 87,21 ± 7,64 67,11 ± 8,41 
Com secagem       
40 ºC/1 h 
65,36 ± 4,52 85,86 ± 5,75 53,06 ± 3,65 
 
Pode-se observar que a Lipozyme TL IM apresentou maior 
conversão (87,21%), enquanto que as conversões obtidas pela Novozym 
435 e Lipozyme RM IM foram de 41,37 e 67,11%, respectivamente. 
Assim, a Lipozyme TL IM foi considerada como o biocatalisador mais 
específico para o sistema reacional formado por eugenol e anidrido 
acético.  
A fim de avaliar se a umidade inicial, presente nos suportes de 
imobilização dos biocatalisadores, influenciava na produção de acetato 
de eugenila, ensaios foram realizados empregando uma secagem previa 
das enzimas imobilizadas em estufa a 40 ºC por uma hora, comparando 
com os biocatalisadores usados na reação de acetilação sem secagem 
prévia. Pode-se notar influência da umidade inicial dos suportes dos 
biocatalisadores na produção de acetato de eugenila. Com a Novozym 
435 se teve um aumento da produção de acetato de eugenila, de 41,37 
para 65,32%, no caso da Lipozyme TL IM diminuiu de 87,21 para 
85,86%, da mesma forma que Lipozyme RM IM de 67,11 para 53,06%.  
Em quanto ao poder catalítico das lipases pode-se observar que é 
influenciado pelas características dos suportes usados na imobilização 
de cada tipo de lipases, sendo a Novozym 435 (lipase de C. antarctica 
fração B) imobilizada em resina, a Lipozyme TL IM (lipase de T. 
lanuginosus) imobilizada em resina acrílica, e a Lipozyme RM IM 
(lipase de Rhizomucor miehei) imobilizada em resina por intercambio 
iônico (HERNÁNDEZ-MARTÍN; OTERO, 2008), os que dependendo de 
suas características de transferência de massa, facilitam ou não à catálise 
enzimática. 
Além disso, o uso da Lipozyme TL IM como biocatalisador 
apresenta uma vantagem de importância econômica industrial, já que 
comparada com os elevados custos das enzimas Novozym 435 e 
Lipozyme RM IM, este catalisador apresenta um custo reduzido, fato 
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que pode vir a viabilizar economicamente o processo de produção 
enzimática de acetato de eugenila em sistema livre de solvente. 
Assim, a enzima Lipozyme TL IM foi selecionada como 
biocatalisador mais adequado para a reação de acetilação no sistema 
reacional formado por eugenol e anidrido acético, porque demonstrou 
maiores conversões de acetato de eugenila, sendo que a diferença entre 
as conversões sem secagem ou com secagem previa foi pequena, então 
optou-se por utilizar a enzimas sem secagem prévia nos ensaios futuros. 
 
5.2 DETERMINAÇÃO DA VELOCIDADE DE AGITAÇÃO NA 
PRODUÇÃO DE ACETATO DE EUGENILA 
 
A influência da velocidade de agitação (100, 150 e 200 rpm) no 
sistema reacional para produção de acetato de eugenila, foi avaliada nas 
condições: concentração de enzima Lipozyme TL IM 5,5% (m/m de 
substrato), razão molar 1:3 mol de eugenol:mol de anidrido acético, 
temperatura 50 ºC e tempo reacional 2 h; como demonstra a Figura 10. 
 
Figura 10 - Efeito da velocidade de agitação sobre a conversão de 
acetato de eugenila usando o biocatalisador Lipozyme TL IM em 
sistema livre de solvente. Media (n=3), p<0,05. 
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Pode-se observar que com 100, 150 e 200 rpm de velocidade de 
agitação obteve-se conversões de 59,12, 96,63 e 77,89% de acetato de 
eugenila, respectivamente. Desta forma, 150 rpm foi empregado como 
velocidade de agitação para a reação de acetilação de eugenol com 
anidrido acético via síntese enzimática com Lipozyme TL IM em 
sistema livre de solvente. O mesmo resultado foi obtido por Chiaradia et 
al. (2012), na qual concluíram que 150 rpm de velocidade de agitação 
foi a melhor para produção de acetato de eugenila, em sistema reacional 
contendo eugenol e anidrido acético, catalisado por Novozym 435. 
 
5.3 SELEÇÃO DAS VARIÁVEIS SIGNIFICATIVAS NA 
PRODUÇÃO DE ACETATO DE EUGENILA 
 
O planejamento experimental é uma ferramenta estatística que 
permite determinar as variáveis que exercem maior influência em um 
determinado processo, assim como avaliar possíveis interações entre 
elas. Além disto, esta ferramenta permite otimizar o sistema em estudo, 
com o objetivo de minimizar os problemas e maximizar a informação, 
precisão e exatidão nos resultados. A principal vantagem da utilização 
desta ferramenta é a redução do número de experimentos e a 
consequente redução de custos (HAALAND, 1989). 
Visando as vantagens que proporcionam os planejamentos 
experimentais decidiu-se estudar neste trabalho, primeiramente, um 
planejamento fatorial completo 2
3
 com triplicata do ponto central, num 
total de 11 ensaios, os quais avaliaram o efeito da razão molar (1:1, 1:3 
e 1:5 mol eugenol:mol anidrido acético), temperatura (40, 50 e 60 ºC) e 
concentração de enzima (5, 10 e 15% m/m em relação aos substratos), 
na procura da melhor condição para a produção de acetato de eugenila.  
A Tabela 7 apresenta a matriz do planejamento fatorial completo 
2
3
, com as variáveis reais e codificadas, e com as respostas em termos 
de conversão em acetato de eugenila, empregando Lipozyme TL IM 
como biocatalisador, em 2 horas de reação e 150 rpm de velocidade de 
agitação. 
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Tabela 7 - Matriz do planejamento fatorial completo 2
3
, com as 
variáveis reais e codificadas, com as respostas em termos de conversão 
em acetato de eugenila, empregando Lipozyme TL IM como 
biocatalisador. 
Ensaios 
Razão 
molar 
(mol:mol)
a
 
Temperatura  
(ºC) 
Concentração 
de enzima  
(% m/m) 
Conversão 
(%) 
1 1:1 (-1) 40 (-1) 5 (-1) 30,06 
2 1:5 (1) 40 (-1) 5 (-1) 38,89 
3 1:1 (-1) 60 (1) 5 (-1) 53,58 
4 1:5 (1) 60 (1) 5 (-1) 52,76 
5 1:1 (-1) 40 (-1) 15 (1) 33,45 
6 1:5 (1) 40 (-1) 15 (1) 63,53 
7 1:1 (-1) 60 (1) 15 (1) 34,20 
8 1:5 (1) 60 (1) 15 (1) 91,76 
9 1:3 (0) 50 (0) 10 (0) 45,88 
10 1:3 (0) 50 (0) 10 (0) 47,69 
11 1:3 (0) 50 (0) 10 (0) 49,02 
aeugenol:anidrido acético 
 
Pode-se observar que o ensaio 8 foi o que conduziu à maior 
conversão em acetato de eugenila (91,76%) na razão molar de 1:5 mol 
eugenol:mol anidrido acético, a 60 ºC de temperatura e 15% de enzima. 
Os outros ensaios apresentaram conversões menores a 50% com 
exceção do ensaio 6 que teve 63,53% de conversão de acetato de 
eugenila, também com razão molar 1:5 e 15% de enzima, porém, com 
40 ºC de temperatura. 
Os resultados de conversão em acetato de eugenila apresentados 
na Tabela 7 foram tratados estatisticamente onde os efeitos absolutos 
estão apresentados na Figura 11. 
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Figura 11 - Diagrama de Pareto mostrando o efeito entre as variáveis 
razão molar, temperatura e concentração de enzima, bem como as 
interações entre estas variáveis, na produção de acetato de eugenila 
(p<0,05). 
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O princípio do diagrama de Pareto é demonstrar a relação dos 
fatores que têm pouco ou grande efeito na reação, ou seja, alguns fatores 
são "ativos" e os restantes são "inertes", o que pressupõe que, dos efeitos 
calculados sobre os fatores e suas interações, apenas alguns serão 
importantes (HAALAND, 1989). Com base na explicação de Haaland 
(1989), o diagrama de Pareto da Figura 11 demonstra que a razão molar 
entre os substratos e a temperatura apresentam um efeito positivo 
significativo (p<0,05) sobre a conversão de acetato de eugenila, os quais 
são considerados fatores ativos, cujo aumento conduz a maiores 
conversões, do contrario, a concentração da enzima apresentou efeito 
não significativo positivo sobre a conversão em acetato de eugenila, o 
qual faz que seja um efeito inerte. Também pode-se observar um efeito 
significativo positivo na interação razão molar e concentração de 
enzima. Com base nestes resultados significativos do primeiro 
planejamento experimental, foi realizado um outro planejamento 
(apresentado na Tabela 8), mas neste caso somente duas variáveis 
tiveram seus níveis aumentados e avaliados: razão molar (mol:mol) e 
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temperatura (ºC); mantendo constante a concentração de enzima (5% 
m/m de substrato), tempo de reação (2 h) e de velocidade de agitação 
(150 rpm). 
 
Tabela 8 - Matriz do planejamento fatorial completo 2
2
, com as 
variáveis reais e codificadas, com as respostas em termos de conversão 
em acetato de eugenila, empregando Lipozyme TL IM como 
biocatalisador. 
 aeugenol:anidrido acético 
DPR: Desvio padrão relativo 
 
Pode-se observar na Tabela 8 que as maiores conversões em 
acetato de eugenila foram obtidas nos ensaios 3 e 4, ambos a 70 ºC de 
temperatura, com razão molar 1:5 e 1:9 mol de eugenol:mol de anidrido 
acético, respectivamente. Desta forma, a partir deste segundo 
planejamento fatorial, se considera como a melhor condição o ensaio 3, 
que tem menor excesso de anidrido acético em comparação do ensaio 4. 
Também os resultados obtidos na Tabela 8 foram analisados 
estatisticamente, onde permitiram ser avaliados no diagrama de Pareto, 
mostrado na Figura 12. 
 
 
 
 
 
 
 
Ensaios 
Razão 
molar 
(mol:mol)
a
 
Temperatura 
(ºC) 
Conversão  
Observado 
(%) 
Conversão 
Predita 
(%) 
DPR 
(%) 
1 1:5 (-1) 50 (-1) 25,03 23,08 7,78 
2 1:9 (1) 50 (-1) 47,71 45,76 4,08 
3 1:5 (-1) 70 (1) 83,54 81,60 2,32 
4 1:9 (1) 70 (1) 82,58 80,64 2,35 
5 1:7 (0) 60 (0) 54,76 57,77 5,50 
6 1:7 (0) 60 (0) 54,30 57,77 6,40 
7 1:7 (0) 60 (0) 56,51 57,77 2,24 
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Figura 12 - Diagrama de Pareto mostrando o efeito entre as variáveis 
razão molar e temperatura, bem como as interações entre estas variáveis, 
na produção de acetato de eugenila (p<0,05). 
3.06
-3.33
13.15
p=.05
Efeitos estimados (Valor absoluto)
(1) Razão molar (mol:mol)
1x2
(2) Temperatura (ºC)
 
 
O diagrama de Pareto da Figura 12 demonstra que a variável 
razão molar teve efeito não significativo positivo, e o efeito da 
temperatura teve efeito significativo positivo (p<0,05) na produção de 
acetato de eugenila. Resultado semelhante foi obtido por Lerin (2010), 
onde maiores valores de temperatura e um excesso de ácido palmítico 
parecem promover um melhor sistema de reação para obtenção de 
ascorbil palmitato, sendo que a máxima conversão foi de 67,34% em   
17 h de reação, com razão molar de ácido L-ascórbico e ácido palmítico 
de 1:9 e temperatura de 70 ºC.  
Aumentar a temperatura (> 70 ºC) poderia ser de grande ajuda 
para obter a melhor condição otimizada, mas no caso deste trabalho, 
decidiu-se fixar a temperatura em 70 ºC, para evitar afetar a ação do 
biocatalisador Lipozyme TL IM em temperaturas maiores. Richetti 
(2009) mencionou que as lipases Novozym 435 e Lipozyme RM IM, 
possuem temperatura ótima na faixa de 50 a 70 ºC; e comprovou isto na 
esterificação enzimática de palmitato de 2-etilexila, onde as maiores 
conversões atingidas na faixa dos 70 ºC, próxima à temperatura ótima 
das enzimas. Wang et al. (2014) acilaram amido de milho com ácido 
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palmítico via síntese enzimática (Novozym 435), em sistema livre de 
solvente, para formação de ésteres metila de acido palmítico. Entre as 
temperaturas testadas (de 55 até 75 ºC) consideram como ótima a 
temperatura de 60 ºC, na qual conseguiram uma conversão de 76,50%, 
devido a que o aumento de temperatura causou menores conversões. 
Em quanto à razão molar, pode-ser observar na Figura 12, que 
está próximo a ser significativo, sendo que maior concentração de 
anidrido acético na reação produz um efeito significativo positivo. Mas 
como produto final, acetato de eugenila, é preferível obter ele o mais 
puro possível, o que leva a decisão de manter a razão molar mais baixa 
do segundo planejamento, que seria de 1:5, evitando assim gastar mais 
tempo na etapa de purificação. 
A análise estatística dos resultados da Tabela 8 também permitiu 
a construção de um modelo empírico codificado para a conversão de 
acetato de eugenila em função da razão molar dos substratos e da 
temperatura. O modelo empírico resultante foi validado estatisticamente 
(p<0,05) pela análise de variância (ANOVA), apresentado na Tabela 9. 
Verifica-se que o valor de coeficiente de determinação (R
2
) de 0,9847 
sugere que o modelo gerado na Tabela 9 pode explicar 
aproximadamente 98% da variação total dos resultados. O valor F 
reflete a razão da soma quadrática média devido à regressão pela soma 
quadrática média devido ao erro, e indica a significância de cada fator 
do modelo. O valor de F calculado foi 64,38, o qual é aproximadamente 
6 vezes maior que o F tabelado, mostrando que o modelo é 
estatisticamente significativo. 
 
Tabela 9 - Análise de variância para produção de acetato de eugenila. 
Fonte de 
variação 
Soma dos 
quadrados 
Graus de 
liberdade 
Média 
quadrática 
Fcalculado p-valor 
Regressão 2437,88 3 812,63 64,38 0,003 
Residual 37,87 3 12,62   
Total 2475,49 6    
R2=0,9847; FTabelado=9,28 
*Termos estatisticamente significativos a 95% de confiança. 
 
A Equação 2 apresenta o modelo codificado gerado pela análise 
de regressão:  
 
TRMTRMAE **91,5*35,23*43,577,57(%)           (Equação 2) 
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Onde: 
AE: Acetato de eugenila (%) 
RM:  Razão molar (mol de eugenol:mol de anidrido acético) 
T: Temperatura (ºC) 
 
O modelo da Equação 2 mostra que as variáveis razão molar e 
temperatura apresentam um efeito significativo positivo (p<0,05) e a 
interação entre estas variáveis um efeito negativo sobre a conversão de 
acetato de eugenila. Este modelo foi capaz de representar bem os dados 
experimentais de conversão de acetato de eugenila no intervalo dos 
fatores investigados, o qual permitiu a construção do diagrama de 
conversões preditas vs. observadas apresentado na Figura 13, e da 
superfície de resposta apresentada na Figura 14. Isso implica em uma 
representação satisfatória do processo pelo modelo empírico, conforme 
ilustrado pela conversão predita (coluna 5 da Tabela 8) e o desvio 
padrão relativo (DPR) (coluna 6 da Tabela 8).  
Na Figura 13 pode-se observar que os pontos dispersos 
(conversões observadas) estão quase próximos à linha (conversões 
preditas), estando em concordância com os resultados da Tabela 8, onde 
tem-se 2% < 8% de desvio padrão relativo - DPR. 
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Figura 13 - Diagrama de conversões preditas vs. conversões observadas 
para a produção de acetato de eugenila via síntese enzimática. 
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A Figura 14 mostra a superfície de resposta para produção de 
acetato de eugenila (%) em função da razão molar (mol de eugenol:mol 
de anidrido acético) e da temperatura (ºC).  Esta figura permite uma 
clara visualização dos efeitos positivos para a produção de acetato de 
eugenila, as quais são representadas pelas áreas vermelhas. A maior 
conversão em acetato de eugenila (83,54%) foi obtida com 1:5 
(mol:mol) de razão molar, 70 ºC  de temperatura, 5% de concentração 
de enzima Lipozyme TL IM, 2 h de tempo de reação e 150 rpm de 
velocidade de agitação. 
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Figura 14 - Superfície de resposta para produção de acetato de eugenila 
em função da razão molar e da temperatura. 
 
 
Assim, temos que o uso de um desenho experimental estatístico 
aumenta a eficiência e a produtividade dos experimentos de pesquisa. A 
análise estatística fornece uma poderosa estrutura dentro da qual 
pergunta e responde dúvidas sobre possíveis soluções, podendo acelerar 
o progresso ao longo da curva de aprendizagem, o qual faz que seja 
mais facilmente acessível para os pesquisadores de biotecnologia 
(HAALAND, 1989). 
 
5.3.1 Cinética da produção enzimática de acetato de eugenila 
 
Após otimizar as condições experimentais das variáveis 
estudadas na produção de acetato de eugenila, os efeitos da 
concentração de enzima [E] e da razão molar (RM) na cinética da reação 
de acetilação em sistema livre de solvente foram avaliados, a fim de 
definir um tempo reacional ideal. Ao mesmo tempo se avaliou o efeito 
da velocidade específica de consumo de substrato (g.g
-1
.h
-1
) ao longo da 
produção de acetato de eugenila, usando a Equação 1, através das 
cinéticas destrutivas com intervalos de tempo de 0, 15, 30, 45, 60, 120, 
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180, 240, 300 e 360 minutos, em condições fixas de temperatura 70 ºC e 
velocidade de agitação 150 rpm. 
A Figura 15 mostra o efeito da concentração de enzima Lipozyme 
TL IM (1, 5 e 10% m/m de substrato) na cinética de produção 
enzimática de acetato de eugenila e na velocidade específica de 
consumo de substrato (g.g
-1
.h
-1
).  
 
Figura 15 - Efeito da concentração de enzima Lipozyme TL IM na 
produção de acetato de eugenila à temperatura 70ºC, razão molar de 
eugenol:anidrido acético 1:5 e velocidade de agitação 150 rpm, e na 
velocidade específica de consumo de substrato. 
 1%  5%  10%  VE_1%  VE_5%  VE_10%
0 60 120 180 240 300 360
Tempo (min)
0
20
40
60
80
100
A
ce
ta
to
 d
e 
eu
g
en
il
a 
(%
)
0
20
40
60
80
V
el
o
ci
d
ad
e 
es
p
ec
íf
ic
a 
(g
.g
-1
.h
-1
)
 
 
A partir da Figura 15 pode-se observar que com 1% de 
concentração de enzima atingiu-se a máxima conversão em acetato de 
eugenila (76,30%) em 360 min, sendo notavelmente diferente ao 
conseguido com 5 e 10% de enzima. Quando a enzima foi utilizada em 
uma concentração de 5%, uma conversão de 90,73% foi obtida em      
60 min, sendo que após este tempo de reação não houve variação 
significativa de conversão, alcançando valores máximos de 96,90% em 
360 min (6 h). Para a concentração de enzima de 10%, uma conversão 
de 92,81% foi obtida em 45 min, sendo que a máxima conversão de 
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100% obtida após 240 min de reação. Considera-se baixa a diferença 
entre as conversões produzidas com as concentrações de 5 e 10% de 
enzima, pelo que optou-se por considerar a concentração de 5% com    
60 min (1 h) de tempo reacional como a melhor condição.  
Os resultados obtidos no estudo cinético estão de acordo com os 
resultados obtidos na etapa de seleção de variáveis significativas na 
produção de acetato de eugenila, onde foi selecionada a concentração de 
enzima de 5% (m/m substrato) para a produção de acetato de eugenila 
catalisada pela Lipozyme TL IM, uma vez que nesta condição se reduz 
os custos de produção, devido ao fato que com menor quantidade de 
biocatalisador é possível obter conversões tão elevadas quanto as 
conversões obtidas em concentrações mais elevadas de enzima. Além 
disso, um excesso de enzima pode propiciar a formação de aglomerados, 
tornando o sítio ativo da enzima indisponível para os substratos no meio 
reacional, o que pode contribuir para uma diminuição da conversão da 
reação (KARRA-CHÂABOUNI et al., 2006). 
Babicz et al. (2010) avaliaram o efeito da concentração de enzima 
(1 e 2%, m/m) na hidrólise de óleo de soja, observaram que quando 
utilizado 1% (m/m) de Lipozyme TL IM em 1,5 horas, o rendimento foi 
de 40%, no entanto quando utilizado 2% (m/m) da mesma enzima, o 
rendimento foi de 32%, em 3 horas. 
A velocidade específica de consumo de substrato teve um 
comportamento similar (< 10,00 g.g
-1
.h
-1
) com 1 e 5% de concentração 
de enzima. Pode-se ver que a velocidade específica da reação usando 
10% de concentração de enzima foi rapidamente de 0 no tempo 0 para 
77,70 g.g
-1
.h
-1
 no tempo de 15 min, a qual foi diminuindo até            
4,88 g.g
-1
.h
-1
 no tempo de 360 min (6 h). A diminuição progressiva da 
velocidade específica, de ponto a ponto, é consequência da síntese 
enzimática na produção de acetato de eugenila, que está atingindo o 
equilíbrio ao longo do tempo de reação (0 até 360 min). 
Os efeitos das razões molares (1:1; 1:5; 1:9 e 1:12 mol de 
eugenol: mol de anidrido acético) nas cinéticas de produção enzimática 
de acetato de eugenila e nas velocidades específicas de consumo de 
substrato estão representados na Figura 16. 
 
 
 
 
 
64 Material e Métodos 
 
Figura 16 - Efeito da razão molar (mol de eugenol:mol de anidrido 
acético) na produção de acetato de eugenila à temperatura 70 ºC, 
concentração de enzima 5% e velocidade de agitação 150 rpm, e na 
velocidade específica de consumo de substrato. 
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A partir da Figura 16 pode-se observar que as conversões obtidas 
usando uma razão molar de 1:1 de substrato são baixas ao longo dos   
360 min (assim como as conversões obtidas na Tabela 7, estando entre 
30,06-53,58% para razão molar 1:1 em 120 min). Nas razões molares 
1:5; 1:9 e 1:12, foram alcançadas conversões > 90% em 60 min. Desta 
forma, levando-se em consideração que um excesso de anidrido acético 
na reação leva a um maior tempo de purificação do éster de acetato de 
eugenila, e gera um maior custo de reagente, tendo conversões similares 
se escolheu como a melhor condição à de razão molar 1:5 em 120 min  
(2 h) de tempo reacional, já que atingiu 92,86% de acetato de eugenila. 
As velocidades específicas da Figura 16 apresentaram o mesmo 
comportamento, todas diminuem com o tempo. Começando com 
velocidade específica 0 no tempo 0, aumentando rapidamente a 11,16; 
3,82; 5,62 e 9,05 g.g
-1
.h
-1
 no tempo 15 min, e diminuindo 
progressivamente até valores de 0,95; 0,62 e 0,48 g.g
-1
.h
-1
 no tempo   
360 min, nas razões molares 1:1; 1:5; 1:9 e 1:12, respectivamente. 
 
Conclusões                                                                                                                   65 
 
5.4 ESTUDO DO USO SUCESSIVO DA ENZIMA NA PRODUÇÃO 
DE ACETATO DE EUGENILA 
 
O uso de enzimas como catalisadores tem como vantagens o fato 
de ser biodegradáveis, permitem uma via limpa de obtenção do produto, 
sem tratamentos complexos de purificação, e o mais importante é que 
podem ser recuperadas e reutilizadas. Apesar das vantagens, o uso de 
enzimas imobilizadas como biocatalisadores, responsáveis por acelerar a 
reação de acetilação, no caso deste trabalho, é ainda relativamente 
oneroso, devido ao custo elevado da enzima, cuja reutilização seria um 
fator essencial também para a produção em nível industrial. Portanto, 
estudos de reuso das enzimas são essenciais, visando à diminuição dos 
custos e viabilização econômica do processo. 
A Figura 17 apresenta as conversões em acetato de eugenila e os 
respectivos números de ciclo de reutilização da enzima Lipozyme TL 
IM na condição otimizada nas etapas anteriores.  
 
Figura 17 - Efeito do uso sucessivo da enzima Lipozyme TL IM na 
produção de acetato de eugenila à razão molar de 1:5 eugenol:anidrido 
acético, temperatura 70 ºC, 5% de enzima, tempo reacional 2 h e 
velocidade de agitação 150 rpm. 
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Como se pode observar, no primeiro ciclo da enzima Lipozyme 
TL IM apresentou-se uma elevada conversão de 94,32%, no segundo 
ciclo a conversão caiu para 75,18%, e no terceiro ciclo para 53,17%, e 
assim diminuiu sucessivamente até o quinto ciclo. Talvez não sejam os 
resultados esperados de conversão em acetato de eugenila, mas 
considerando uma conversão de 50%, pelo menos se pode aproveitar o 
uso da enzima Lipozyme TL IM até o terceiro ciclo, dependendo do 
sistema reacional e mais importante dos custos de operação 
experimental e industrial. 
Ghamgui et al. (2006) avaliaram os ciclos de reuso de lipase de 
Staphylococcus simulans, imobilizada em carbonato de cálcio. Após 4 
ciclos de utilização não ocorreu diferença significativa na produção de 
isoamil acetato (conversão 64%), em temperatura de 37 ºC. Após 10 
ciclos, a conversão foi de cerca de 50%. 
 
5.5 PURIFICAÇÃO DO ÉSTER DE ACETATO DE EUGENILA 
 
O éster obtido na condição otimizada foi previamente purificado 
a fim de eliminar o excesso de eugenol e anidrido acético, obtendo um 
produto final com um maior grau de pureza. Esta etapa foi necessária 
para minimizar erros nas etapas de identificação do composto, através 
da análise de RMN-
1
H e avaliação do potencial antimicrobiano do 
composto produzido neste trabalho. 
A Figura 18 apresenta o éster de acetato de eugenila antes de ser 
submetido ao processo de purificação por destilação a vácuo, e a Figura 
19 apresenta o mesmo éster após o processo de purificação.  
 
Figura 18 - Cromatograma do éster, antes da purificação em destilação 
a vácuo, obtido nas condições experimentais: razão molar 1:5 mol de 
eugenol:mol de anidrido acético, 5% (m/m substrato) de enzima 
Lipozyme TL IM, 70 ºC, 150 rpm, em sistema de solvente. 
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Figura 19 - Cromatograma do éster, após purificação em destilação a 
vácuo, obtido nas condições experimentais: razão molar 1:5  
eugenol:manidrido acético, 5% (m/m substrato) de enzima Lipozyme 
TL IM, 70 ºC, 150 rpm, em sistema de solvente. 
 
Através destas figuras pode-se observar que ao final do processo 
de purificação obteve-se um éster relativamente puro, uma vez que na 
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amostra analisada após a purificação (Figura 19) prevalece o pico 
referente ao acetato de eugenila. A purificação da amostra é um fator 
bem relevante nos resultados, considerando que podem ficar traços de 
outros compostos que, sinergicamente atuem como antimicrobianos. 
Além disso, a análise de RMN-
1
H exige que os compostos a serem 
analisados apresentem um elevado grau de pureza. 
 
5.6 RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DE HIDROGÊNIO 
(RMN
1
H)  
 
A ressonância magnética nuclear (RMN) encontra-se na região 
das ondas de rádio (radiofrequências). Em princípio, pode-se dizer que a 
RMN é outra forma de espectroscopia de absorção. Em um campo 
magnético, sob determinadas condições, uma amostra pode absorver 
radiação eletromagnética na região da radiofrequência, absorção 
governada por características da amostra. Essa adsorção é função de 
determinados núcleos presentes na molécula, que são sensíveis à 
radiação aplicada. A grandeza física envolvida em RMN é o spin 
nuclear, propriedade apresentada em determinados núcleos com 
circulação de elétrons, os quais submetidos a campos magnéticos geram 
um campo magnético interno que pode se opor ou não ao campo 
magnético externo, produzindo um efeito de blindagem do átomo. 
Sendo que a maior densidade eletrônica dos átomos maior o grau de 
blindagem, e menor valor de deslocamento químico (ppm) 
(NASCIMENTO; BLOCH, 2001). 
A Figura 20(a) mostra os espectros com seus respectivos 
deslocamentos dos átomos da molécula de acetato de eugenila, da 
amostra otimizada e purificada, através da análise de RMN-
1
H, e a 
Figura 20(b) os espectros com seus respectivos deslocamentos dos 
átomos da molécula do padrão comercial de acetato de eugenila.  
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Figura 20 - Espectro de RMN-
1
H  para a amostra obtida via acetilação 
do óleo essencial da folha do cravo-da-Índia com anidrido acético, 
catalisado por Lipozyme TL IM, em sistema livre de solvente (a) e o 
padrão comercial de acetato de eugenila (b).  
 
RMN1H, Solvente; cdcl3, T=21ºC; Width 6402.0 Hz; Mercury-400. 
 
(a) 
70 Material e Métodos 
 
 
RMN1H, Solvente; cdcl3, T=21ºC; Width 6402.0 Hz; Mercury-400. 
 
Pode-se observar que os acoplamentos: (1) referem-se aos 3 
hidrogênios dos carbonos do anel aromático (os hidrogênios (1a) são 
equivalentes, portanto, os seus picos se sobrepõe); (2) e (3) refere-se aos 
acoplamentos dos hidrogênios dos carbonos da dupla ligação; 
hidrogênio “singlete” (4) refere-se a metila ligada ao oxigênio; (5) 
refere-se aos acoplamentos dos hidrogênios do carbono que une o anel 
aromático com a dupla ligação; “singlete” (6) refere-se a metila ligada 
ao carbono do éster, confirmando, assim, pela estrutura molecular, que é 
realmente o acetato de eugenila o obtido, na reação de acetilação do 
(b) 
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eugenol com anidrido acético através da síntese enzimática com 
Lipozyme TL IM em sistema livre de solvente. 
Santos (2010) também analisou através de RMN a molécula de 
eugenol e a molécula de acetato de eugenila, onde observou-se 
claramente nos espectros os picos do grupo acetil adicional, C-CH3 em 
menor valor de deslocamento químico, e -COCH3 em maior valor de 
ppm. Explicação apresentada por Nascimento e Bloch (2001): quando 
os átomos do grupo funcional encontram-se mais próximos ao átomo de 
oxigênio apresentam menor blindagem (maior valor de ppm), do que os 
átomos mais próximos a um átomo de carbono (menor valor de ppm). 
 
5.7 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL DA ATIVIDADE 
ANTIMICROBIANA  
 
As propriedades microbiostáticas e microbicidas a partir de 
produtos vegetais são comprovadas através de ensaios biológicos in 
vitro em testes de susceptibilidade ou sensibilidade (SARTORI, 2005), 
sendo a técnica da difusão em placas a mais comum, porque é de fácil 
execução e requer pequenas quantidades de amostra (KATZUNG, 
2003), assim como foi realizado no presente trabalho. 
A Tabela 10 apresenta a atividade antimicrobiana do acetato de 
eugenila (amostra purificada) sobre as bactérias Gram-positivas 
(Micrococcus luteus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus 
faecalis, Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus) e Gram-negativas 
(Proteus vulgaris, Aeromonas sp., Escherichia coli, Klebsiella 
pneumoniae, Salmonella choleraesius, Pseudomonas aeruginosa).  
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Tabela 10 - Atividade antibacteriana do acetato de eugenila, pelo 
método de difusão em placas sobre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas usando a concentração de 20 μL de amostra por disco. 
  
Concentração de 20μL  
Bactérias Gram-positivas ATCC 
Halo de inibição 
(mm) 
Micrococcus luteus 10240 16,33 ± 1,15
bcd 
Staphylococus epidermis 12228 17,67 ± 4,04
bcd 
Enterococcus faecalis 29212 15,00 ± 0,00
cd 
Streptococcus mutans 25175 14,33 ± 0,57
cd
 
Bacillus subtilis 6633 21,00 ± 1,73
ab 
Staphylococcus aureus 25923 15,67 ± 1,15
bcd 
Média   16,67 ± 2,41
bcd 
Bactérias Gram-negativas 
    
  
Proteus vulgaris 13315 17,33 ± 1,52
bcd 
Aeromonas sp. * 17,00 ± 1,00
bcd
 
Escherichia coli 25922 12,33 ± 0,57
d 
Klebsiella pneumoniae 10031 23,67 ± 4,04
a 
Salmonella choleraesius 107008 19,67 ± 1,52
abc 
Pseudomonas aeruginosa 27853 15,33 ± 0,57
bcd 
Média   17,55 ± 3,86 
ATCC: American Type Culture Colection – (USA). 
*: Obtidas a partir do Instituto Biológico – Unicamp (Campinas, SP).  
Médias na mesma coluna com letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, ao 
nível de 95% de probabilidade (a = maior média, b = menor média). 
 
Primeiramente pode-se observar que o acetato de eugenila possui 
atividade antimicrobiana, uma vez que inibiu o desenvolvimento das 
bactérias avaliadas, em diferentes halos de inibição. Entre as bactérias 
Gram-positivas, o acetato de eugenila teve maior efeito antimicrobiano 
sobre o Bacillus subtilis (21,00 mm) e menor efeito sobre o 
Streptococcus mutans (14,33 mm); e entre as bactérias Gram-negativas 
o acetato de eugenila teve maior efeito sobre a Klebsiella pneumoniae 
(23,67 mm) e menor efeito na Escherichia coli (12,33 mm). 
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Estatisticamente, entre as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, a 
média do halo de inibição da bactéria Klebsiella pneumoniae teve a 
maior diferença significativa em relação às outras, pelo que se pode 
dizer que o acetato de eugenila teve maior efeito antimicrobiano contra 
essa bactéria anaeróbica facultativa. 
A eficácia antimicrobiana depende de fatores extrínsecos e 
intrínsecos, como fase de crescimento, meio de cultura, tempo de 
incubação, temperatura, pH, entre outros (FOOD INGREDIENTS 
BRASIL, 2010). A ação dos agentes antimicrobianos é, sobretudo, 
exercida na membrana celular da bactéria, provocando danos estruturais 
e funcionais no protoplasma. As substâncias ativas das plantas são 
capazes de alterar a estrutura fosfolipídica da membrana celular, 
interrompendo o sistema enzimático, comprometendo o material 
genético da bactéria e formando compostos tóxicos, como o peróxido de 
hidrogênio, podendo levar a destruição desses micro-organismos 
(SARTORI, 2005). Segundo Torres et al. (2000), compostos fenólicos 
presentes nos óleos essenciais como timol, eucaliptol, mentol entre 
outros, apresentam atividade antimicrobiana, cujos mecanismos de ação 
parecem ser a alteração da parede celular das bactérias. Nas bactérias 
Gram-positivas, a camada de peptidoglicanos da parede celular é muito 
mais espessa (15% a 50% da massa seca da célula) que aquela das 
Gram-negativas (não ultrapassa 5%) (SARTORI, 2005). Geralmente, as 
bactérias Gram-negativas são menos sensíveis aos antimicrobianos, 
devido á sua membrana externa, pois contêm lipo-polissacarídeos. No 
entanto, isso não quer dizer que as Gram-positivas sejam mais 
susceptíveis aos antimicrobianos (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 
2010).  
Então, em relação a isto, pode-se observar na Tabela 10 que a 
média das bactérias Gram-negativas foi 17,55 mm, pelo qual foram mais 
sensíveis ao poder antimicrobiano do acetato de eugenila, em 
comparação as bactérias Gram-positivas, que tiveram uma média de 
16,62 mm de halo de inibição. Resultado semelhante foi obtido por 
Chiaradia et al. (2012), também pela técnica da difusão em placas com 
20 μL, a atividade antimicrobiana do acetato de eugenila sobre bactérias 
Gram-positivas e Gram-negativas, onde as médias obtidas foram 36,13 e  
39,22 mm de halo de inibição, respectivamente. Confirma-se, 
novamente, que as bactérias Gram-negativas são mais susceptíveis à 
ação antimicrobiana do acetato de eugenila.  
Outro aspecto relevante é a comparação entre agentes 
antimicrobianos desenvolvido por Chiaradia et al. (2012) onde o acetato 
de eugenila, obtido via síntese enzimática,  apresentou maior halo de 
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inibição, para todas as bactérias avaliadas, quando comparado com o 
eugenol e o cloranfenicol, um antibiótico conhecido devido a sua 
eficácia contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Estes 
resultados reforçam a importância de pesquisas relacionadas à produção 
de antimicrobianos naturais alternativos,  foco da presente pesquisa. 
Hector et al. (2004) estudaram a atividade antimicrobiana do óleo 
essencial de cravo Syzygium aromaticum, onde conseguiram inibir 
fungos: Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus niger com 32 μL; e 
bactérias: E. coli com 32 μL, S. aureus  e P. aeruginosa com < 2 μL 
ambas. Pei et al. (2009) determinaram que a concentração mínima 
inibitória do eugenol contra E. coli é de 1600 mg/L. 
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6 CONCLUSÕES  
 
 
Neste trabalho foi avaliada a viabilidade técnica da esterificação 
do óleo essencial de cravo-da-índia para a síntese de acetato de eugenila 
via acetilação enzimática, em sistema livre de solvente.  
Na seleção de biocatalisadores, a Lipozyme TL IM foi 
selecionada como o biocatalisador mais adequado na síntese de acetato 
de eugenila via acetilação do óleo essencial de folha de cravo-da-Índia e 
anidrido acético, em sistema livre de solvente, sendo que com 150 rpm 
foram alcançadas as melhores conversões em ésteres de acetato de 
eugenila.  
A partir dos planejamentos experimentais foi possível obter as 
condições otimizadas para a produção de acetato de eugenila, sendo 
estas: razão molar de eugenol: anidrido acético de 1:5, concentração de 
enzima de 5% (m/m de substratos), temperatura de 70 ºC, velocidade de 
agitação de 150 rpm e tempo reacional de 2 h. 
O acetato de eugenila mostrou-se satisfatório como agente 
antimicrobiano contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas 
avaliadas neste trabalho.  
Os resultados apresentados mostraram que a Lipozyme TL IM é 
eficaz para a produção do éster acetato de eugenila. Desta forma, a 
síntese catalisada por lipase imobilizada tem como vantagem a 
simplicidade na etapa de separação e purificação dos produtos da 
reação. É possível a utilização de menor quantidade de substratos e 
reações na ausência de solvente, além da possibilidade de reuso e 
recuperação, tornando esses catalisadores ambientalmente corretos, e 
com potencial para aplicação em processos industriais. 
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7 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
 
 
 Estabilidade do éster. 
 Encapsulamento do éster. 
 Aplicação do éster em alimentos. 
 Reuso do biocatalisador. 
 Estudo de outras propriedades biológicas do éster. 
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